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As fístulas enterocutaneas (FE) são de difícil cicatrização e manejo, associam-se a sepse, 
desnutrição, distúrbios hidroeletrolíticos, dentre outros. O processo de cicatrização ocorre 
de maneira coordenada, sendo que fatores de crescimento (VEGF/FGF/TGF-α/PDGF) e 
citocinas (IL/TNF-α/IFN-γ) estão diretamente ligados e apresentam importantes funções nos 
processos de cicatrização e inflamação. A síntese e degradação da matriz extracelular 
(MEC) estão ligadas ao reparo de feridas, formação de fibrose crônica, morfogênese e 
invasão e metástase de tumores. As células-tronco mesenquimais (MSCs) têm alta 
capacidade proliferativa, podendo se diferenciar em várias linhagens celulares, 
apresentando ação imunomodulatória e efeito parácrino, podendo melhorar o processo de 
cicatrização. Em estudo anterior, dissertação de mestrado, foi realizada a caracterização das 
AT-MSCs na 4ª passagem celular e também a comprovação, através de microscopias, de 
que as AT-MSCs têm capacidade de aderir a fios de sutura, permanecendo viáveis e 
proliferando. Estes fios foram utilizados em modelo animal de FE do ceco e promoveram 
uma melhor e mais eficaz cicatrização, num menor tempo. Já o atual estudo, tem como 
principal objetivo avaliar e compreender, do ponto de vista histopatológico, como o processo 
de cicatrização de FE ocorreu em modelo animal idêntico ao estudo anterior, após o 
tratamento com fios de sutura contendo AT-MSCs aderidas. As AT-MSCs foram obtidas 
através do procedimento de lipoaspiração estética de tecido adiposo, realizada em 
indivíduos sadios, após assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. O tecido 
adiposo foi submetido ao processo de digestão com colagenase. Na 4ª passagem foram 
gotejadas 1x106
 
AT-MSCs nos fios de sutura de 4-0 poliglactina e logo em seguida foi 
adicionada a cola de fibrina (20uL Fibrinogênio, 30uL Trombina e 10uL Cloreto de Cálcio) 
para ajudar na adesão das células nos fios de sutura. O experimento animal utilizou ratos 
Wistar (25 animais) distribuídos em 3 grupos: Grupo controle (GC – 5 animais), Grupo fístula 
sem AT-MSCs (GF – 5 animais) e Grupo fístula com AT-MSCs (GF/AT-MSCs – 15 animais). 
O GC não sofreu nenhum tipo de lesão e foi sacrificado com 21 dias. No GF o fio de sutura 
utilizado para formar a fístula foi um fio de sutura sem adesão de AT-MSCs, sendo este 
grupo acompanhado e sacrificado com 21 dias. Já no GF/AT-MSCs o fio de sutura utilizado 
para formar a fístula continha 1x106 AT-MSCs aderidas. Este grupo foi subdividido em 
grupos de 7, 14 e 21 dias (5 animais em cada), dias em que os animais foram sacrificados. 
Essa divisão foi realizada para acompanhar como ocorreu a cicatrização nas diferentes 
fases deste processo. Após a exposição do ceco foi realizada enterotomia de 5mm, sendo 
então realizada a sutura da abertura da parede abdominal (superfície interna da pele) com 4 
pontos separados com 4-0 poliglactina. A região do ceco do GC e a região onde se 
encontravam as fístulas dos GF e GF/AT-MSCs foram coletadas e fixadas em Bouin, 
passando logo em seguida pelas etapas de processamento do material. Algumas lâminas 
foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e outras seguiram o protocolo de 
imunohistoquímica para os marcadores MMP-2, MMP-9, COL3A1, COL1, VEGF, TLR4, 
TNF-α e IL-6. Os resultados histopatológicos demonstraram uma melhor recuperação 
histológica e arquitetônica, muito semelhante ao GC (animais sadios) das fístulas dos 
animais do GF/AT-MSCs com 21 dias. Nos grupos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias o processo 
inflamatório foi intenso principalmente na região submucosa, com redução no GF/AT-MSCs 
21 dias. As análises imunohistoquímicas demonstraram que houve uma troca de colágeno 
tipo III para tipo I ao longo do processo de cicatrização, com uma imunomarcação moderada 
para VEGF, denotando presença de neoangiogênese, com redução importante no grupo 
GF-AT-MSCs 21 dias. O MMP-2 apresentou baixa marcação no GC, com aumento muito 
 
significativo no GF/AT-MSCs 7 dias e uma queda gradativa nos grupos GF/AT-MSCs 14 e 
21 dias, demonstrando a tentativa de uma remodelação tecidual inicial (7 dias) e uma queda 
importante quando essa remodelação foi alcançada. Já no grupo GF/AT-MSCs 21 dias 
encontramos alta marcação da MMP-9, podendo estar relacionada com o aumento da 
migração celular causada pela modulação das MSCs. Encontramos baixa marcação da IL-6 
no GC e moderada nos demais grupos, podendo estar relacionados com o trauma causado 
pela lesão, mesmo o grupo 21 dias apresentando uma melhor cicatrização e queda de 
processo inflamatório. Já no TLR4 observamos baixa marcação no GC com aumento 
gradativo nos grupos GF/AT-MSCs 7, 14 e 21 dias. O aumento da expressão do TLR4 pode 
estar relacionado com a modulação causada pelas AT-MSCs no intuito de mediar a 
liberação de PGE2 que sinalizaria para os receptores e prostanóides, aumentando a 
secreção de IL-10 pelos macrófagos e diminuindo a migração/proliferação de neutrófilos 
para o local da lesão, resultados estes compatíveis com o histopatológico encontrado. O 
TNF- apresentou baixa imunomarcação no GC, com um aumento nos grupos GF/AT-MSCs 
7 e 14 dias e uma queda significativa no grupo GF/AT-MSCs 21 dias, corroborando com os 
resultados histopatológicos do processo inflamatório. Assim, podemos concluir que houve 
uma melhor cicatrização no GF/AT-MSCs 21 dias, sendo que as AT-MSCs desempenharam 
um papel imunomodulador importante neste processo.  
Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, fístula enterocutânea, cicatrização, fio de 




















Digestive fistulas (DF) are difficult to resolve and surgical failure is frequent. They are 
responsible for electrolyte disturbances, infections, sepsis, skin lesions, gastrointestinal 
bleeding, intestinal obstruction and malnutrition. The healing process is related to cellular, 
molecular and biochemical events, acting and working to regenerate the damaged tissue. 
Stem cells are characterized by the ability to differentiate into different lineages and by their 
great capacity of proliferation and self-renewal. Recent studies have shown that stem cell 
therapy could represent a new approach in this area. Besides their great capacity of 
proliferation and differentiation to other lineages Mesenchymal stromal cells (MSCs) have 
also immunomodulatory properties, being easily obtained from adipose tissue (AT). In a 
previous study, we demonstrated that AT- MSCs could be attached into suture filaments. 
These filaments were used in the treatment of an animal model with enterocutaneous 
fistula, similar to those of Crohn’s disease and have provided a better and faster fistula 
healing with statistical significance. The actual study aimed evaluate what were the 
mechanisms involved that have lead to this better healing, when suture filaments with 
attached AT-MSCs were used. Adipose tissue was obtained from healthy p a t i e n t s  
s u b m i t t e d  t o  s t e t i c a l  lipoaspirate procedures (50mL) which have previously assigned 
a written informed consent form. Adipose tissue will be submitted to collagenase digestion, 
the acquired cells were cultured in a specific medium. At the 4th
 
passages, AT-MSCs, 1x106 
cells, were fixed in the suture filament (4-0 Poly Vicryl / Poliglactine 910) by adding fibrin 
glue (20uL Fibrinogen, 30uL Thrombin and 10uL Calcium Chloride). The animal experiment 
was carried out with Wistar rats (25 animals) which were divided in three groups; control 
group (CG - 5 animals) where the animals didn’t suffer any injury and were analyzed in the 
21th day; fistula group (FG), where the lesion was performed with suture filaments without 
stem cells (AT-MSCs) and the fistula group/AT-MSCs where suture filaments with added AT-
MSCs were applied being analyzed in the 7th, 14th and 21th days, 5 animals each). The cecal 
fistula was created by incising the cecum and suturing the opening to the surgical wound 
subcutaneously with four separate stitches that were carried out with or without 1x106 AT-
MSCs attached in the filaments (FG and F-AT-MSCs groups). After the sacrifice the samples 
were collected and fixed with Bouin. Then, they were processed due to histological slides 
being carried out. Some slides were stained with Hematoxylin and eosin and others 
submitted to immunohistochemistry protocols for MMP-2, MMP-9, COL3A1, COL1, VEGF, 
TLR4, TNF-α e IL-6 marker. The results showed a better architectural and histological 
healing in the 21th (F-AT-MSCs group). An intense inflammatory process, in the submucosal 
area was detected in the 7th and 14th days (F-AT-MSCs) that diminished in day 21. 
Immunohistochemistry results demonstrated that the collagen type III was exchanged to 
collagen type I improving the healing process. Moreover, a moderate VEGF immunoreactivity 
was achieved in these areas in the 7th and 14th days showing the presence of 
neoangiogenesis, with a great reduction on day 21. There was a weak immunoreactivity of 
MMP-2 in the CG, otherwise, in the F-AT-MSCs group, a great reactivity was detected in the 
7th day that gradual decrease in the 14th and 21th days. These finding probably were related 
to an initial tendency to tissue-remodeling, and have decreased in day 21 due to the end of 
the process. The MMP-9 results were similar to MMP-2 in the initial phase (7th day) 
increasing the immunoreactivity up to the day 21. This high reactivity maybe related to a 
persistent cell migration to this area due to MSCs immunomodulation. The IL-6 results 
showed also a weak immunoreactivity in the CG, as expected. The other F-AT-MSCs groups 
demonstrated a moderate IL-6 reactivity, as a result of the acute trauma phase, even in the 
 
21th day, besides the injured area displayed at that time a complete healing with decrease of 
the inflammatory process. TLR4 results also demonstrated a weak reactivity in the CG 
increasing gradually in the F-AT-MSCs groups. The TLR4 increase may be due to the MSCs 
immunomodulation property leading to PGE2 releases that would signaling to E prostanoid 
receptors increasing secretion of the anti-inflammatory cytokine IL-10 by macrophages, 
preventing neutrophils from migrating/proliferating into the injured tissue areas.  The TNF-  
results were weak in the CG, showing at the F-AT-MSCs group a gradual increase in the first 
14th days, decreasing in day 21. These data may explain the histological findings which 
demonstrated a low number of neutrophil with great reduction of inflammatory reaction. The 
21th day (F-AT-MSCs group) results demonstrated that AT-MSCs with their 
immunomodulatory properties were able to induce a better healing and might be useful to 
repair digestive fistulas. 
Key words: mesenchymal stem cells, enterocutaneous fistula, healing procces, suture 
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As fístulas representam uma série de transtornos e complicações aos 
pacientes, sendo elas um dos problemas cirúrgicos que mais necessitam de atenção 
médica. Elas estão associadas a uma alta morbidade e mortalidade, além de serem 
historicamente associadas à manutenção do paciente por um longo período no 
hospital, diminuindo a qualidade de vida (1)  
Elas são uma comunicação anormal entre qualquer parte do trato 
digestivo e outra víscera intra-abdominal (fístula interna). Podem também ser uma 
comunicação anormal entre uma parte do trato digestivo e a superfície cutânea 
(fístula enterocutânea), chamando-se assim de fístula externa. Em ambas ocorre 
drenagem de secreção digestiva chamada de débito (2, 3) 
A incidência do surgimento de fístulas na população geral está entre 1,04 
a 2,32 casos a cada 100 mil habitantes, sendo que os homens apresentam maior 
prevalência e a idade de maior incidência está entre 30 e 50 anos (4). As taxas de 
mortalidade ficam entre 5% e 20%, havendo nos últimos anos uma melhoria desses 
índices. O fechamento espontâneo das fístulas apresenta taxas abaixo de 25%. A 
taxa de cicatrização se eleva para 75-85% após o tratamento cirúrgico (1, 5). 
As fístulas podem surgir de maneira espontânea durante a evolução de 
doenças intestinais inflamatórias (DII), principalmente na Doença de Crohn (Figura 
1), como evolução de tuberculose intestinal e ainda em casos de traumas 
abdominais fechados, doenças pancreáticas, dentre outras. Podem ainda ocorrer, 
devido a complicações pós-operatórias, especialmente em cirurgias de urgência, 
sendo esta a principal causa de aparecimento de fístula em 75-85% dos casos (2, 6, 
7). Nesses casos podem ocorrer por fatores como má técnica cirúrgica; ou ainda, 
fatores sistêmicos como uso de corticoesteróides, desnutrição ou outros motivos 
ainda não explicáveis. As fístulas geralmente aparecem entre o quinto e décimo dia 




Podemos classificar as fístulas digestivas do ponto de vista anatômico, 
fisiológico e etiológico. Quanto à localização anatômica, além de classificadas em 
internas e externas, devem ser classificadas como gástrica, pancreática, duodenal, 
jejunal, ileal ou colônica. A classificação do ponto de vista fisiológico leva em conta o 
volume do efluente (débito) em 24 horas, sendo classificado como alto (maior que 
500 mL), moderado (entre 200 mL e 500 mL) e baixo (menor que 200 mL). É de 
grande importância a avaliação do débito da fístula, pois além de causar um grande 
impacto fisiológico no paciente, tem grande importância para se considerar o tipo de 
tratamento e também é fator prognóstico independente de probabilidade de 
fechamento e óbito. Por último temos a classificação etiológica, que leva em conta a 
doença que determinou o aparecimento da fístula (congênita ou adquirida), ainda 
sendo classificada como primária quando o seu surgimento se dá através de 
processos patológicos intestinais e secundárias, quando aparecem após 
intervenções cirúrgicas (8-11). 
As fístulas podem causar uma série de transtornos e problemas para o 
paciente como sepse, processos infecciosos, lesões na superfície cutânea, 
distúrbios hidroeletrolíticos, desnutrição, hemorragia digestiva, obstrução intestinal, 
entre outros. A gravidade de todos esses problemas depende de uma série de 
questões como etiologia, tipo e localização anatômica da fístula, débito da fístula e 
idade do paciente (3, 10, 12). A sepse e suas implicações sistêmicas estão entre os 
problemas mais sérios causados pelas fístulas para os pacientes. Em muitos casos 
a sepse pode ser uma manifestação inicial de formação de fístulas. Outros 
problemas como desequilíbrio hidroeletrolítico e a desnutrição também são 









Figura 1. Modelo hipotético da patofisiologia para formação de fístula. Em pacientes com Doença de 
Crohn, os fibroblastos da lâmina própria, tem seu potencial de migração reduzido e podem apresentar 
uma migração sem sucesso para o local com defeito (úlcera), não realizando a contração tecidual no 
local, reduzindo a síntese de matriz extracelular e consequentemente não realizando o fechamento 
da ferida (Lado esquerdo da figura). Para reestabelecer e fechar a ferida as células epiteliais migram 
para a parede da úlcera. Para acelerar essa migração as células epiteliais passam a apresentarem 
fenótipo de células mesenquimais com perda do contato célula-célula, infiltrando camadas mais 
profundas da parede intestinal formando a fístula (lado direito da figura) (10). 
 
Quanto ao diagnóstico das fístulas existem algumas modalidades de 
diagnósticos, porém a tomografia computadorizada e a ultrassonografia vêm sendo 
muito utilizadas no diagnóstico de lesões intra-abdominais. Outros exames como o 
raio-x com contraste de bário e o exame de imagem de difusão por ressonância 
magnética (IRM) também vem sendo utilizados. Em alguns casos, para um 
diagnóstico mais preciso, a fístula deve ser guiada através do seu sítio fistuloso 
utilizando-se fistulografia e endoscopia (14, 15). 
Após o diagnóstico é importante iniciar o tratamento o mais rápido 
possível. O tratamento das fístulas pode ocorrer através da utilização de 
medicamentos, acompanhamento e tratamento nutricional e intervenção cirúrgica. O 
tratamento inicial deve ser através de utilização de medicamentos e suporte 
nutricional adequado com controle e correção do desequilíbrio hidroeletrolítico. Caso 
não exista melhora significativa da cicatrização da fístula deve-se realizar 
intervenção cirúrgica auxiliar e posteriormente a cirurgia definitiva.  
O controle e suporte nutricional do paciente deve ser iniciado o mais 
rápido possível com o objetivo de diminuir a deterioração do estado nutricional (7). A 
partir do trabalho de Chapman et al. na década de 60 (16), onde ele demostrou a 




suporte nutricional foi implantado e reconhecido como uns dos tratamentos de 
grande importância para os pacientes com fístulas. Meguid e Campos 1996 
demonstraram que com o suporte nutricional adequado as taxas de fechamento 
espontânea das fístulas que eram de 37% passaram para 89% e as taxas de 
mortalidade que eram de 55% reduziram para 12% (17). 
Como descrito, a grande causa do surgimento de fístulas acontece por 
complicações em cirurgias eletivas, porém, existem ainda os pacientes com doenças 
inflamatórias intestinais, principalmente Doença de Crohn, que muitas vezes, como 
evolução da doença, apresentam o surgimento de fístulas. Desta forma, é de grande 
importância que tratamentos alternativos e inovadores sejam estudados para evitar a 
formação de fístulas em cirurgias eletivas e também melhorar a cicatrização das 
fístulas dos pacientes tanto com Doença de Crohn quanto os que apresentarem 
fístulas por outros motivos.  
2. Doença inflamatória intestinal (DII) 
A doença inflamatória intestinal (DII) é caracterizada por ser uma doença 
crônica derivada da ativação imunológica inapropriada da mucosa. As duas 
enfermidades que compreendem a DII são a colite ulcerativa e a Doença de Crohn 
(DC). A diferença entre as duas doenças se dá basicamente pela diferença do local 
do trato gastrointestinal (GI) afetado e pela expressão morfológica (Figura 2). 
Basicamente podemos descrever a colite ulcerativa como uma DII grave que se 
limita ao cólon e reto, em contrapartida a DC pode afetar qualquer região do trato 
gastrointestinal (18). A profundidade do tecido comprometido também é um fator que 
diferencia as duas doenças, sendo que na colite ulcerativa ela se estende pela 
mucosa e submucosa enquanto na DC ela é tipicamente transmural (que se estende 





Figura 2. Diferença do local do intestino afetado na Colite ulcerativa e na Doença de Crohn. 
 
3. Doença de Crohn (DC) 
A. Histórico 
A doença que ficou conhecida mundialmente como Doença de Crohn não 
é uma doença nova. Em 170 d.C. Soranus de Êfeso descreveu em seu livro 
características de uma doença muito semelhante à DC. Porém, a DC levou muitos 
anos para se tornar uma enfermidade clínica conhecida. Para que o reconhecimento 
clínico da doença ocorresse, três publicações foram essenciais: 1 – T.K. Dalziel de 
Edimburgo, em 1913; 2 – Eli Moschcowitz e A.O. Wilensky, dos hospitais Monte 
Sinai e Beth (de Nova Iorque e Boston consecutivamente), em 1923 e por fim; 3 – 
Crohn, Ginzburg e Oppernheimer, do Hospital Monte Sinai, em 1932 (20, 21). 
O trabalho que marcou a história da DC foi o trabalho: Reginonal ileitis: a 
pathologic and clinical entity (1932) (21), com grande aceitação mundial. Este 
trabalho foi desenvolvido por Burril B. Crohn, Alexander A. Berg, Leon Ginzburg e 
Gordon D. Oppennheimer. O grupo que foi liderado pelo Dr. Crohn apresentou seu 
trabalho em 2 de maio de 1932 na cidade de Atlanta e seu trabalho foi publicado no 
mesmo ano na revista Transactions of the AGA – Annals. Sabe-se que a doença 
ficou conhecida como Doença de Crohn devido a inúmeras publicações, 
principalmente da revista Lancet, que sempre à citavam desta forma (20). 
No Brasil quem primeiro publicou um caso de ileíte regional foi 
Berardinelli, em 1943. Somente em 1960, com a importante publicação de H.E. 




clínica detalhada do processo inflamatório da DC e da retocolite ulcerativa (RCU), 
podendo assim separar as duas enfermidades, detalhando o conhecimento de 
doença segmentar e inflamação granulomatosa, dando assim um entendimento 
melhor dos mecanismos envolvidos em ambas as doenças  (20). 
B.  A Doença de Crohn e fístulas 
Como mencionado anteriormente a DC pode ocorrer em qualquer região 
do trato GI sendo mais comum nas regiões do íleo terminal, válvula ileocecal e ceco 
(18). A doença se caracteriza pela formação de estenoses, úlceras, trajetos 
fistulares (fístulas) e granulomas intestinais (22). Ainda como características clínicas 
o paciente pode apresentar febre moderada, diarreias recorrentes, perda de peso, 
má absorção de nutrientes, obstrução intestinal e fístulas para o intestino adjacente 
ou outras regiões como a pele abdominal. A doença pode apresentar crises 
intermitentes alternando com fases de remissão que podem variar de semanas a 
meses, afetando a vida social, familiar e até mesmo as perspectivas de emprego.  
A fisiopatologia da DC ainda não está totalmente descrita e esclarecida, 
mas se sabe que fatores genéticos, defeitos na barreira da mucosa intestinal, 
desregulação imunológica e infecções patogênicas persistentes estão relacionados 
à DC (22). Na DC os tecidos afetados possuem macrófagos ativados 
fenotipicamente heterogêneos, expressando CD14, diferentemente do intestino 
normal onde os macrófagos são controlados pelo microambiente, apresentando uma 
produção restrita de citocinas pró-inflamatórias (IL-1α/β e TNF-alfa) (23). Apresenta 
também um número reduzido de células dendríticas (CD) ativadas, com receptores 
muito expressos, aumentando a produção de citocinas pró-inflamatórias como as IL-
6 e IL-12 (20). A imunidade adaptativa também está relacionada com a DC, sendo 
que os anticorpos produzidos pelas células B e as alterações de síntese e secreção 
das IgM, IgG e IgA estão alterados na doença, com aumento tanto sérico quando na 
mucosa. As células T helper CD4+1 (Th1) produzem IFN-γ e as células T helper 
CD4+2 (Th2) produzem IL-4, IL-5 e IL-13, que estão relacionados com o 
desencadeamento da doença. Na DC as células dendríticas produzem mais IL-12, 
aumentando a ativação de Th1 e consequentemente a resposta inflamatória. O 
equilíbrio entre todo esse sistema é fundamental para a manutenção da homeostase  





Figura 3. Patogenicidade da DC associada a fístula. Os defeitos da barreira epitelial do intestino 
favorecem a invasão de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) para dentro da 
mucosa intestinal (1). Em uma das vias (2), para a cicatrização de feridas, as células do epitélio 
intestinal sofrem uma transição de epitelial para mesenquimal. A segunda proposta (3), entrada dos 
PAMPs pode induzir a reação inflamatória resultado do aumento da secreção de TNF. O aumento do 
TNF induz a uma secreção de TGF-β e várias moléculas associadas a invasão celular, como IL-13 e 
integrina-6, e aumentando a ativação das MMPs contribuindo para um crescimento celular invasivo. 
Uma ativação excessiva das MMPs e uma elevada expressão de moléculas invasoras contribuem 
para a formação da fístula (25) 
 
O diagnóstico das DII pode apresentar algumas dificuldades por serem 
consideradas doenças multifatoriais e que mesmo em alguns casos, onde a doença 
está em estágios mais avançados, não é possível distinguir entre a DC e a colite 
ulcerativa. Em sua grande maioria exames histopatológicos, quadro clínico e exame 
de colonoscopia podem estabelecer o diagnóstico diferencial entre as DII. Os 
marcadores sorológicos têm se tornado uma ferramenta importante no diagnóstico, 
prognóstico e resposta terapêutica. Os mais utilizados são o anticorpo citoplasma de 
neutrófilos (ANCA) e o anticorpo contra Saccharomyces cerevisia (ASCA). Assim 
que o diagnóstico é estabelecido, ainda se  pode utilizar testes como proteína C-




Para que o tratamento da DC tenha sucesso terapêutico é fundamental 
analisar o grau da atividade inflamatória, sua extensão e o comportamento da 
doença (estenosante e penetrante ou fistulizante). Atualmente são utilizados no 
tratamento da DC derivados salicílicos (sulfassalazina e mesalazina), 
corticosteroides (prednisona, prednisolona e hidrocortisona), antibióticos, 
imunossupressores (azatioprina, 6-mercaptopurina, cloroquina e metotrexato), além 
da terapia biológica (infliximabe, adalimumabe, certalizumabe pegol e natalizumabe). 
Mesmo com tantas possibilidades de tratamento exames de imagem com 
ressonância magnética evidenciaram que a terapia com anticorpos anti-TNF alfa 
promovem uma cicatrização parcial dos trajetos fistulosos, com fechamento dos 
orifícios externos o que favoreceria a formação de abscessos de repetição. Um 
estudo populacional mostrou que após o emprego de terapia biológica, a ocorrência 
de abscessos perianais aumentou cerca de três vezes (28). O manejo da DC é 
desafiador, com manifestações limitantes que determinam sensível 
comprometimento na qualidade de vida do paciente. As formas mais graves de DC 
estão associadas com índices de recidiva elevados, apesar do tratamento adequado 
(28-32). Cabe destacar que um número significativo de pacientes será submetido a 
vários procedimentos cirúrgicos a despeito dos recentes avanços terapêuticos e 
resistência a corticoides, pois além da resposta ser variável, as fístulas na DC 
frequentemente apresentam trajetos irregulares e secundários, dificultando seu 
tratamento.  
Apesar da grande maioria das fístulas ocorrerem em pacientes que não 
apresentam DII, por diversas causas descritas na introdução deste trabalho, os 
pacientes com DC também apresentam fístulas. O manejo e tratamento desses 
pacientes já é desafiador e apresenta ainda maior dificuldade quando há o 
surgimento de fístulas. Na grande maioria dos casos os pacientes que apresentam 
fístulas com DC ficam internados por longos períodos (6 a 8 semanas ou mais) e 
apresentam altas taxas de recidiva, diminuindo a qualidade de vida e aumentando 
muito os gastos hospitalares.  
Assim, é de grande importância que novos métodos de tratamento e/ou 
métodos alternativos em conjunto com os já utilizados sejam estudados para 
melhorar o processo de cicatrização dessas fístulas nos pacientes que apresentam a 




O tratamento medicamentoso muitas vezes é realizado com inibidores de 
secreção gástrica, onde temos como maior exemplo a somatostanina, que diminui a 
produção de ácido gástrico e pancreático, diminuindo o débito fistuloso e 
tamponando a mucosa gástrica. É importante o controle clínico do paciente através 
do uso de medicamentos antes do início do tratamento nutricional (3). 
Glucocorticóides, com grande potencial anti-inflamatório, são muito utilizados no 
tratamento de pacientes com DC, porém não são efetivos no tratamento das fístulas 
desses pacientes (10, 11). Os antibióticos são amplamente utilizados para o 
tratamento das fístulas, sendo o metronidazol o antibiótico mais utilizado. 
Geralmente há melhora após 6-8 semanas da administração do antibiótico, que deve 
ser mantida por mais alguns meses (11). Em um estudo com 18 pacientes tratados 
com o antibiótico metronidazol por 10 semanas consecutivas, 56% dos pacientes 
apresentaram cicatrização completa das fístulas perianais (33).  
Alguns imunossupressores, como o azatioprina e o 6-mercaptopurina, 
apresentam bons resultados no tratamento de pacientes com Doença de Crohn. No 
tratamento das fístulas os dois imunossupressores apresentaram resultados 
satisfatórios (54%) no fechamento de vários tipos de fístulas (enterocutâneas, 
perianais, retrovaginal, dentre outras) (10, 11). Ainda, o tratamento medicamentoso 
pode ser realizado com terapia biológica com os medicamentos infliximab, 
adalimumab e certolizumab. Estes medicamentos são imunomoduladores utilizados 
também em alguns tratamentos de diversos tipos de câncer. Eles são denominados 
de medicamentos biológicos e inibem TNF-α. O adalimumab se liga aos receptores 
de TNF-α na superfície celular, o certolizumab se liga às formas de TNF-α solúvel e 
associado à membrana e o infliximab se liga às formas solúvel e transmembrana de 
TNF-α. O infliximab é o mais utilizado, apresentando bons resultados nos 
tratamentos (10). No estudo ACCENT II (A Crohn’s Disease Clinical Trial Evaluating 
Infliximab in a New Long-Term Treatment Regimen in Patients with Fistulizing 
Crohn’s Disease) que envolveu 282 pacientes com Doença de Crohn e fístulas, 195 
(69%) pacientes responderam ao tratamento com o infliximab (11, 34).  
A intervenção cirúrgica pode ser utilizada no tratamento de fístulas com 
caráter de urgência. Porém em sua grande maioria as cirurgias se tornam eletivas, 
onde primeiramente há uma melhora do estado nutricional do paciente antes da 




apresentam fístulas necessitam de intervenção cirúrgica como método de 
tratamento. Uma nova intervenção desses pacientes apresenta grandes taxas de 
morbidade e mortalidade, sendo que esta opção deve ser escolhida somente após 
outras opções de tratamento menos invasivas serem descartadas (13, 35). Todas 
essas questões e o quadro clínico do paciente com muitas deficiências tornam o 
tratamento das fístulas um grande desafio. 
Alguns pontos são de grande importância no tratamento das fístulas. O 
controle do débito impede distúrbios hidroeletrolíticos (ácido-base) decorrentes da 
perda excessiva de líquidos. Esse controle diminui as taxas de mortalidade e 
aumentam as taxas de fechamento espontâneo (36). O controle e tratamento da 
sepse em pacientes com fístulas também deve ser considerado importante, pois 
esses pacientes apresentam as taxas de mortalidade mais altas (80% dos pacientes 
vão a óbito).  
Como há grande heterogeneidade nos pacientes que apresentam fístulas, 
as taxas de mortalidade variam muito. No geral as intervenções cirúrgicas eletivas 
apresentam taxas de mortalidade de apenas 2% enquanto nas cirurgias eletivas de 
fístulas essa taxa pode variar de 6% a 48% (14, 15). Essa variação ocorre por 
existirem muitos fatores que influenciam no tratamento da fístula, como, a sepse 
local ou sistêmica, o grau de desnutrição inicial do paciente, o valor diário de débito, 
a origem e quantidade de fístulas. 
Mesmo apresentando várias alternativas e meios de tratamentos 
diferentes as fístulas são consideradas de difícil tratamento. As taxas de mortalidade 
variam muito e a resposta aos tratamentos também varia de um paciente para outro. 
Além, a qualidade de vida do paciente comprometida e o tempo de internação 
geralmente longo, de 6 a 8 semanas, podendo se estender por mais tempo. A falta 
de um tratamento que seja realmente efetivo, o longo período de internação e com 
isso alto custo hospitalar, e as chances de recidiva fazem com que novos métodos e 
alternativas de tratamentos sejam pesquisados e aplicados para ajudar em uma 






4. Regeneração e reparo tecidual 
A partir do momento em que ocorre lesão de células e tecidos uma série 
de eventos se inicia para realizar o processo de “cura”, sendo este processo dividido 
em regeneração e reparo. A regeneração se dá pela reconstituição completa do 
tecido lesionado ou perdido, enquanto o reparo restaura estruturas originais mas 
causa desarranjos estruturais. Todos esses eventos que coordenam a proliferação 
celular, são orientados por polipeptídeos chamados de fatores de crescimento, que 
se ligam a receptores específicos liberando sinais para as células alvo. O fator de 
crescimento epidérmico (EFG), fator de crescimento transformador alfa (TGF-α), 
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento endotelial 
vascular (VEGF), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF) e fator de crescimento 
transformador beta (TGF-β) podem ser considerados os mais importantes e 
envolvidos na regeneração e reparo tecidual (Quadro 1) (37). 
Além dos fatores de crescimento, as citocinas, polipeptídeos produzidos 
em resposta a microrganismos e outros antígenos, apresentam algumas funções 
importantes na inflamação e como medidores das respostas imunes. As citocinas 
são produzidas por vários tipos celulares e podem ter atuação de amplo espectro. 
Dentre as principais citocinas encontram-se as interleucinas (IL), fator de necrose 
tumoral (TNF) e interferon (IFN-γ). O conhecimento da ação e função das citocinas 
tem grande aplicação terapêutica, pois inibir ou modificar estas ações no processo 
de inflamação e reações imunes, pode ajudar a controlar os efeitos prejudiciais que 












Fator de crescimento Fonte Funções 
Fator de crescimento 
epidérmico (EFG) 
Plaquetas e macrófagos Estimula formação do tecido de granulação 
Fator de crescimento 
transformador alfa (TGF-α) 
Macrófagos e linfócitos T Estimula a replicação de muitas células 
epiteliais 
Fator de crescimento 
transformador beta (TGF-β) 
Macrófagos, linfócitos T, plaquetas, 
células endoteliais, fibroblastos e 
células musculares lisa 
Estimula angiogênese, fibroplasia e a 
proliferação de ceratinócitos 
Fator de crescimento 
derivado de plaquetas 
(PDGF) 
Plaquetas, macrófagos, células 
endoteliais, células musculares lisas e 
ceratinócitos 
Estimula a produção de metaloproteinases 
de matriz, fibronectina e ácido hialurônico, 
angiogênese e contração da ferida 
Fator de crescimento 
endotelial vascular (VEGF) 
Muitos tipos celulares Aumenta a permeabilidade vascular e 
promove a angiogênese 
Fator de crescimento dos 
fibroblastos (FGF) 
Macrófagos, mastócitos, linfócitos T, 
células endoteliais e fibroblastos 
Estimula migração de ceratinócitos, a 
angiogênese, a contração da ferida e 
deposição de matriz 
Quadro 1. Fatores de crescimento, suas células produtoras (fontes) e funções no organismo. 
Adaptada de Robbins (37). 
 
5.  Ação da matriz extracelular na regeneração e reparo tecidual 
A matriz extracelular (MEC) apresenta papel fundamental no processo de 
regeneração e reparo. A MEC é composta basicamente por três grupos de 
moléculas: proteínas estruturais fibrosas (colágenos e elastina), glicoproteínas 
adesivas e proteoglicanos. Essas moléculas constituem duas formas básicas de 
MEC, a matriz intersticial, encontrada nos espaços entre as células do tecido 
conjuntivo, das células epiteliais, endoteliais e do músculo liso e as membranas 
basais que estão associadas as superfícies celulares (18, 38). 
A MEC está em constante processo de remodelação e sua síntese e 
degradação acompanha os processos de regeneração, reparo de feridas, processos 
de formação de fibrose crônicos, morfogênese, invasão e metástase de tumores. Ela 
regula o crescimento, proliferação e a diferenciação das células que estão presentes 
ao seu interior. Secreta ainda água e minerais, dando turgor às células de tecidos 








Suporte mecânico Para ancoragem e migração celular, além da manutenção 
da polaridade celular. 
Crescimento celular Componentes da MEC regulam a proliferação celular. 
Armazenamento e apresentação de moléculas 
reguladoras 
Permite a rápida difusão de fatores de crescimento após 
lesão local ou durante a regeneração. 
Manutenção da diferenciação celular Influencia no grau de diferenciação das células via 
integrinas de superfície celular. 
Estabelecimento de microambientes teciduais Limite entre um tecido e outro. 
Arcabouço para renovação tecidual Renovação somente em caso das estruturas do MEC não 
serem lesadas, caso isso ocorra, há deposição de 
colágeno e formação de cicatriz. 
Tabela 1. Funções e características de cada função relacionada a MEC. 
 
Entre os principais componentes da MEC podemos citar: o colágeno, o 
conjunto elastina, fibrilina e fibras elásticas; proteínas de adesão; 
glicosaminoglicanos e proteoglicanos. O colágeno é a proteína mais comum no  ser 
humano, sendo atualmente conhecidos 27 tipos de colágeno. Os colágenos I, II, III, 
V e XI são chamados de fibrilares. Como principal característica, a molécula de 
colágeno apresenta uma estrutura longa e rígida, no qual três cadeias polipeptídicas 
de colágeno (cadeias α) são enroladas umas às outras formando uma estrutura 
semelhante a uma corda. Os colágenos são ricos em prolina e glicina que são 
importantes na formação da fita tripla helicoidal (18).  
Diferentemente do colágeno, que fornecem resistência a tensão, as fibras 
elásticas dão aos tecidos a possibilidade de se expandir e contrair (flexibilidade). 
Como exemplo podemos citar a pele, os pulmões, os vasos sanguíneos, que 
necessitam da elasticidade para exercer suas funções, de modo que esses tecidos 
sofram estiramento e retornem ao tamanho original após a distensão. As fibras 
elásticas são formadas principalmente de elastina. As proteínas de adesão, também 
chamadas de moléculas de adesão celular (CAM), são formadas pela família das 
imunoglobulinas, caderinas, integrinas e selectinas. Essas proteínas atuam como 
receptores transmembrana promovendo a interação célula-célula, que pode ser 
entre células semelhantes ou distintas, auxiliando também na migração celular para 
outros sítios. 
A MEC ainda é formada pelos glicosaminoglicanos (GAGs) e 
proteoglicanos. Os GAGs são açúcares ácidos de cadeias longas, não ramificadas e 
compostas por unidades dissacarídeas repetitivas ligadas a uma proteína central, 
formando moléculas chamadas de proteoglicanos. Os proteoglicanos apresentam 




permeabilidade do tecido conjuntivo. As GAGs se apresentam em quatro estruturas 
diferentes: heparan-sulfato, dermatan-sulfato, queratan-sulfato e hialuronana (38). 
As três primeiras são sintetizadas no retículo citoplasmático e organizadas no 
complexo de Golgi, já a hialuronana, também conhecido como ácido hialurônico 
(AH), é sintetizada na membrana plasmática e diferente das demais não está ligada 
a uma proteína central. O AH é formado por uma cadeia flexível e extremamente 
longa, fazendo com que se formem soluções extremamente viscosas, fundamentais 
na estruturação de alguns tecidos (ex: cordão umbilical), sendo fundamental na 
migração celular e dando ao tecido conjuntivo capacidade de resistir a forças de 
compressão e ainda proporciona elasticidade e lubrificação para as cartilagens das 
articulações (18, 39). 
6. Reparação tecidual 
O processo de cicatrização é um procedimento comum a todas as feridas 
e está diretamente relacionado com as condições gerais do organismo. Este 
processo ocorre de maneira coordenada, através de  eventos celulares, moleculares 
e bioquímicos que agem de maneira conjunta para que ocorra a reconstituição do 
tecido afetado (40). 
Diferentemente da regeneração, no reparo ocorre um rearranjo estrutural 
sem total regeneração da área comprometida ou lesionada. Isso ocorre por 
deposição de colágeno e outros elementos da MEC promovendo a formação de uma 
cicatrização inadequada com fibrose. Quando acontece uma reação inflamatória, 
ocasionada pela lesão, há a deposição de componentes da MEC e a angiogênese é 
estimulada; entretanto, se a lesão continuar, a inflamação crônica leva a uma 
excessiva deposição de colágeno tipo I conhecida como fibrose, onde as fibras de 
colágeno estão desorganizadas. Na grande maioria dos processos de cicatrização, 
ocorre uma combinação de reparação e regeneração (18). 
Alguns autores dividem o reparo tecidual em três fases: inflamação, 
formação do tecido de granulação com depósito de matriz extracelular (fase de 
proliferação) e remodelação (41). 
A fase inflamatória se inicia diretamente após ocorrer a lesão, liberando 
vários fatores vasoativos e, com a ajuda do endotélio lesado juntamente com as 




papel importante no processo de cicatrização, são elas as responsáveis pela 
formação do arcabouço inicial (adesão plaquetária) e ativação dos fatores de 
coagulação, para a produção da rede de fibrina, com consequente formação do 
coágulo sanguíneo, na superfície da lesão. O coágulo é formado por uma rede de 
fibrina, fibronectina e componentes do complemento, sendo responsável por 
estancar o sangramento e funcionando como arcabouço para as células que estão 
migrando para o local da lesão (18). A ativação das plaquetas leva a liberação do 
conteúdo dos grânulos alfa, existentes no interior das plaquetas, que contêm vários 
fatores de crescimento (TGF-β, FGF, EGF, PDGF) e interleucinas, que serão 
responsáveis também pelos processos de reparação, diferenciação celular, indução 
da angiogênese, dentre outros, assim como atrair os neutrófilos para o local da 
lesão. Os neutrófilos são as primeiras células a chegarem no local da lesão, eles 
migram da borda da incisão para o coágulo liberando radicais livres que ajudam na 
destruição de bactérias e assim são gradativamente substituídos por macrófagos 
(41). 
Os monócitos migram para a ferida após 48 horas da lesão, se 
diferenciando em macrófagos, sendo de fundamental importância. Essas células têm 
papel fundamental no desbridamento, removendo resíduos extracelulares, fibrina e 
outros corpos estranhos; liberando citocinas e fatores de crescimento (PDGF, TNF, 
TGF-β, FGF, IL-6), contribuindo na angiogênese, fibroplasia (produção de tecido 
fibroso) e síntese de matriz extracelular (Tabela 2) (40). 
A segunda fase no processo de cicatrização é a fase de proliferação, 
onde ocorre a epitelização, angiogênese, formação do tecido de granulação e 
depósito de colágeno. Entre 24 e 72 horas os fibroblastos e as células endoteliais se 
proliferam formando o tecido de granulação, que dá a característica macia e rósea 
das feridas. Este tecido apresenta grande proliferação de fibroblastos, que migram 
dos tecidos vizinhos para a ferida onde são ativados pelo PDGF, e a presença de 
novos vasos sanguíneos, devido à liberação de VEGF, pelas plaquetas. A 
epitelização ocorre de forma rápida, geralmente entre 24 e 48 horas, sendo que as 
células epiteliais da membrana basal migram da borda da ferida para reestabelecer 
e formar a barreira protetora. No início é formada uma matriz provisória formada 
principalmente de fibrina, fibronectina e colágeno tipo III, sendo gradativamente 




de colágeno se tornam mais abundantes, a epiderme recupera sua espessura e 
arquitetura normais. Fibroblastos e leucócitos secretam colagenases que causam a 
lise da matriz antiga, sendo importante um equilíbrio entre a lise da matriz antiga e a 
síntese da nova matriz (18, 40, 41). 
A angiogênese é essencial para uma cicatrização adequada, que pode 
ocorrer pela ramificação de vasos preexistentes ou pelo recrutamento de células 
progenitoras endoteliais (EPC) da medula óssea (42). Muitos fatores de crescimento 
estão envolvidos no processo de angiogênese, mas com certeza o fator de 
crescimento endotelial vascular (VEGF) é o mais importante. Além de ser liberado 
pelas plaquetas, é secretado por muitas células tronco mesenquimais estromais, 
induzindo a migração das EPCs, aumentando a proliferação e diferenciação dessas 
células nos locais onde está ocorrendo a angiogênese (43). 
 
Células produtoras Citocinas Efeito 
Macrófagos, endotélio 
TNF-α (fator de necrose 
tumoral alfa) 
Super-expressão de selectinas no endotélio, aumento da síntese de 
NOSi e supra-regulação de intefrinas. 
Plaquetas, macrófagos 
EGF (fator de 
crescimento epidérmico) 
Quimiotaxia e proliferação de fibroblastos, proliferação e 
quimioatração de queratinócitos. 
Macrófagos, endotélio, 
fibroblastos 
FGF (fator de 
crescimento dos 
fobroblastos) 
Quimiotaxia e proliferação de fibroblastos e queratinócitos, 
potente fator angiongênico. 
Fibroblastos 
KGF (fator de 
crescimento dos 
queratinócitos) 
Quimiotaxia e proliferação de queratinócitos. 
Células mesenquimais 
HGF (fator de 
crescimento dos 
hepatócitos) 
Quimiotaxia e proliferação de queratinócitos. 
Macrófagos, queratinócitos 
VEGF (fator de 
crescimento vascular 
endotelial) 
Potente fator angiogênico. 
Plaquetas, macrófagos, 
endotélio, queratinócitos 
PDGF (fator de 
crescimento derivado de 
plaquetas) 
Quimiotaxia de polimorfonucleares, proliferação de fibroblastos e 
diferenciação para miofibroblastos, degradação do colágeno I e 







Quimiotaxia de polimorfonucleares, síntese de NOSi, proliferação 
de fibroblastos e diferenciação para miofibroblastos, degradação 
do colágeno III e síntese do I, fator angiogênico. 
Macrófagos INF-γ (interferon gama) 
Diferenciação de monócitos em macrófagos e ativação destes; 
aumento da síntese de NOSi. 
Macrófago, endotélio, 
queratinócitos 
IL-1 (interleucina 1) 
Super-expressão de selectinas no endotélio e aumento da síntese 
se NOSi. 
Macrófagos, fibroblastos IL-8 (interleucina 8) Quimioatraente para polimorfonucleares e macrófagos. 
Tabela 2. Citosinas, suas células produtoras e os efeitos no processo de cicatrização. Adaptada de 




A última fase, remodelação, tem como principal característica a deposição 
de colágeno de maneira organizada, onde o equilíbrio entre síntese e degradação da 
MEC se faz necessário. Alguns fatores de crescimento irão estimular a síntese de 
colágeno e outras moléculas, a síntese de metaloproteinases de matriz (MMP), que 
degrada os componentes da MEC. O colágeno inicialmente formado é mais fino que 
o presente na pele normal. Com o passar do tempo, o colágeno inicial (tipo III) é 
reabsorvido e um colágeno mais espesso é produzido. O processo de reestruturação 
da matriz também ocorre nesta fase. Fibroblastos e leucócitos secretam 
colagenases que lisam a matriz antiga para que haja um equilíbrio entre síntese e 
lise da matriz. Mesmo com o passar do tempo, o colágeno do local da lesão será 
menos organizado que o da pele normal (18, 40, 45). 
No final do processo o colágeno fibrilar tipo I está presente em maior 
quantidade nos locais de reparo, sendo este o tipo de colágeno importante no 
desenvolvimento da força tênsil nas feridas em cicatrização. Um processo 
importante na cicatrização de feridas é a chamada contração, que ajuda a fechar e 
reduz a área de superfície. A contração ocorre geralmente em grandes ferimentos e 
se inicia nas bordas da ferida com uma rede de miofibroblastos que produzem 
grandes quantidades de componentes da MEC. Os miofibroblastos são formados a 
partir da diferenciação de fibroblastos por efeito do TFN-α, FGF-2 e PDGF liberado 
pelos macrófagos (46). 
Apesar de todo o processo de cicatrização ser bastante eficiente ele pode 
ser afetado e comprometido por fatores locais e sistêmicos do indivíduo. Como 
fatores locais, podemos citar: 
 Infecção -  causa importante no retardo da cicatrização;  
 Fatores mecânicos secundários a movimentos bruscos e precoces - separam 
as margens da ferida e retardam a reparação;  
 Corpos estranhos - fragmentos como vidro, aço, etc, impedem o processo de 
reparação;  
 Tamanho, localização e tipo de ferida - as feridas em áreas mais 
vascularizadas cicatrizam com mais facilidade, além da diferença entre 




Já como fatores sistêmicos podemos citar:  
 Alterações metabólicas - doenças que alteram o estado metabólico do 
indivíduo, como a Diabetes, dificultando a reparação de feridas;  
 Nutrição - fator de grande importância no processo de cicatrização, já que a 
deficiência de proteínas e mesmo vitamina C alteram a síntese de colágeno e 
retardam o processo;  
 Circulação sanguínea - doenças e anomalias no sistema retardam a 
cicatrização e hipóxia;   
 Hormônios - alguns possuem efeitos anti-inflamatórios como os 
glicocorticoides e inibem a síntese de colágeno. 
Existem ainda algumas deficiências de reparo que complicam o processo 
de cicatrização. Entre elas um aumento da contração da ferida (contratura) pode 
resultar deformidades na ferida e dos tecidos ao redor. Outra deficiência ocorre 
quando há formação inadequada do tecido de granulação e uma organização 
deficiente da cicatriz. Ainda, a formação excessiva de componentes do processo de 
cicatrização, podem levar a formação de cicatrizes hipertróficas e queloides (18). 
A deposição de colágeno é normal em todo processo de reparação 
tecidual e quando em excesso pode causar a formação de cicatriz ou fibrose. O 
termo fibrose indica a deposição de colágeno em doenças crônicas onde os 
estímulos são ativados constantemente causando disfunção do tecido ou órgão e 
muitas vezes a insuficiência dele. A ativação constante leva a um processo de 
inflamação crônica, proliferação e ativação de macrófagos e linfócitos.  
7. Células-tronco 
Por definição, as células-tronco (CT) são células indiferenciadas com 
capacidade de auto-geração, que apresentam grande poder de divisão, se 
diferenciando em diversas linhagens celulares e grande capacidade de proliferação 
(Plasticidade celular). Essa capacidade de auto-geração faz com que as CT se 
multipliquem, mantendo seu estado indiferenciado, proporcionando uma reposição 




As CT já são utilizadas há muito tempo em terapias de doenças 
hematológicas e do sistema imune. Essas células, in vivo, se dividem de forma 
assimétrica dando sempre origem a outra CT e uma célula progenitora, que irá 
originar uma célula madura diferenciada. As CT apresentam resultados promissores 
na medicina regenerativa (49-51). 
As CT podem ser classificadas quanto a sua origem e plasticidade celular. 
Quanto a plasticidade podemos classificar como totipotentes, pluripotentes e 
multipotentes (Figura 4). As CT totipotentes são células que têm capacidade de se 
diferenciar em todos os tecidos do organismo humano, inclusive os gametas (óvulo e 
espermatozoide) e os anexos embrionários. Como exemplo de célula totipotente 
temos o zigoto. As CT pluripotentes apresentam capacidade de se diferenciar em 
todos os tecidos e células dos três folhetos germinativos (endoderma, mesoderma e 
ectoderma) menos gametas e os anexos embrionários, sendo essas as células-
tronco embrionárias. As CT multipotentes apresentam uma capacidade de se 
diferenciar mais limitada, se diferenciando em alguns tipos celulares. Já na 
classificação das CT quanto a sua origem elas podem ser classificadas em CT 
embrionárias ou CT adultas (52-54). 
 





A. Células-tronco embrionárias 
As células-tronco embrionárias são as células derivadas da massa interna 
do blastocisto, que se proliferam indefinidamente conservando sua pluripotência e 
mantendo essas características in vitro. As CT embrionárias podem ser totipotentes 
como o zigoto ou pluripotentes como as células na fase de mórula (8 blastômeros) 
ou blastocisto (100 células) (52, 54, 56). 
B. Células-tronco adultas 
As células-tronco adultas são encontradas em praticamente todos os 
tecidos do organismo adulto e são consideradas células multipotentes, que possuem 
a capacidade de se diferenciarem em muitos tecidos, mais sua capacidade é mais 
restrita que a das células pluripotentes (53). As CT derivadas de medula óssea e 
cordão umbilical já são utilizadas na clínica há muitos anos. Os primeiros 
transplantes de medula óssea foram realizados entre 1957-58, pelos Professores E. 
Donnall Thomas nos Estados Unidos e por George Mathé em Paris, ambos ainda 
sem conhecimento do sistema de histocompatibilidade leucocitária (HLA). Ao redor 
do final da década de sessenta, o grupo de Professor Donnall Thomas teve êxito no 
primeiro transplante alogênico de medula óssea, compatível ao sistema de 
histocompatibilidade HLA. No Brasil, o primeiro transplante ocorreu em Curitiba, 
realizado pelos Professores Ricardo Pasquini e Eurípedes Ferreira, em 1979. Hoje a 
técnica é amplamente conhecida e utilizada sendo considerada a primeira técnica de 
terapia celular (53, 57, 58). A maior dificuldade com relação ao transplante de 
medula óssea é encontrar doadores compatíveis ao sistema HLA (antígeno 
leucocitário humano). Devido à diversidade de etnias encontradas hoje em nossa 
sociedade a chance de se achar um doador HLA compatível no âmbito familiar é de 
25% e de 1 para 100.000 pessoas (0,00001%) fora do âmbito familiar (59).  
A medula óssea é uma fonte heterogênea de células-tronco apresentando 
desde CT hematopoiéticas (hematopoietic stem cell – HSC) comprometidas com a 
linhagem hematopoiética, dando origem às células do sangue, como hemácias, 
linfócitos, plaquetas e granulócitos (60-62), até células-tronco mesenquimais 
(mesenchymal stem cell – MSC), além das células-tronco somáticas irrestritas 




(very small embryonic like - VSEL) com plasticidade semelhante às embrionárias e 
células-tronco endoteliais (62). 
O cordão umbilical (CU) e o sangue do cordão umbilical (SCU) são outras 
importantes fontes de CT, que começaram a ser utilizadas a partir da década de 90. 
Assim como a medula óssea o CU e o SCU são ricos em HSC, MSC, USSC, VSEL e 
endoteliais. O SCU atualmente pode ser armazenado para uso futuro 
(criopreservação) em bancos públicos e apresentam a grande vantagem de ter 
células linfoides mais imaturas, permitindo o transplante sem a total compatibilidade 
ao sistema HLA, realizando apenas sorologia completa com técnicas de biologia 
molecular do sangue materno (63). Alguns estudos demonstram que as CT 
provenientes do sangue de cordão umbilical se diferenciam em células endoteliais 
(64-66), cardiomiócitos (67, 68), células nervosas (67, 69), entre muitas outras 
linhagens celulares. 
C. Células-tronco mesenquimais (Mesenchymal stem cells - MSCs) 
As CT mesenquimais (mesechymal stem cell – MSCs), de um modo geral, 
apresentam algumas características principais como: são células aderentes que 
após passaram por várias passagens celulares em cultura se tornam uma população 
morfologicamente homogênea; e devem, obrigatoriamente, se diferenciar na 
linhagem mesodérmica (adipogênica, condrogênica e osteogênica). As MSCs 
apresentam grande capacidade de diferenciação para outras linhagens como 
cartilagem, ossos, tecido adiposo, músculo esquelético, tendões (49, 70), 
hepatócitos, neurônios, cardiomiocitos (71), mioblastos (72), células endoteliais e 
vasculares, células pancreáticas, progenitores hematopoiéticos, células neuronais 
(64, 65, 73), entre outros.  
As MSCs foram descritas na década de 70 por Friedenstein e cols (74). 
Essas células podem ser encontradas em todos os tecidos humanos como, líquido 
amniótico, placenta, tecido muscular, dentre outras fontes. As suas principais fontes 
como mencionado acima são medula óssea, sangue de cordão umbilical e tecido 
adiposo, sendo esta, uma fonte promissora para a terapia celular. Existem ainda, 
outras fontes de MSCs como polpa dentária, líquido amniótico, placenta humana, 




As MSCs devem ser aderente ao plástico e apresentar marcação positiva 
para os marcadores celulares CD90 (Thy-1), CD105 (SH2), CD73 (SH3/4), CD44 e 
Stro-1, além das moléculas de adesão CD106, CD166, ICAM-1 (molécula de adesão 
intracelular) e CD29. Elas devem ser negativas para marcadores de linhagem 
hematopoiética como CD34, CD45, CD14 e CD11; devem ser ainda negativas para 
CD80, CD86, CD40 e para as moléculas de adesão CD31, CD18 e CD56. Essas 
células apresentam fenótipo MHC I positivo (MHC = complexo de 
histocompatibilidade maior / major histocompability complex) e MHC II negativo  (88-
90). Como mencionado acima essas células devem apresentar a capacidade de se 
diferenciar na linhagem mesodérmica. Para promover a diferenciação adipogênica 
geralmente as células são incubadas com dexametasona, insulina, 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMF) e indometacina. Os acúmulos lipídicos nos vacúolos podem ser 
marcados com oil red. Na diferenciação condrogênica essas células devem ser 
incubadas com fator de crescimento transformador-β (TGF-β) e são analisadas 
através de marcação histológica com azul de toluidina, demonstrando a matriz 
extracelular e os glicosaminoglicanos. Por último, na diferenciação osteogênica, são 
incubadas com ácido ascórbico, glicerofosfato-β e dexametasona de 2 a 3 semanas. 
As evidências de uma formação óssea são confirmadas através de marcação 
positiva com alizarin red (90). 
As MSCs apresentam a habilidade de migrar de um tecido para o outro, 
através do sistema circulatório, possivelmente ao aumento de sinais em resposta de 
uma lesão ou necessidade de reparo. Essa habilidade de migração ainda não é 
totalmente conhecida, porém ela está diretamente ligada as quimiocinas e a seus 
receptores. Alguns estudos apontam o envolvimento do CXCL12 (fator derivado de 
célula estromal-1 / stromal cell-derived factor-1) e seu receptor CXCR4 como 
cruciais na mobilização e “homing” de células-tronco hematopoiéticas (91). Já outros 
estudos demonstram a expressão de CCR1, CCR4, CCR7, CXCR5 e CCR10 e não 
da CXCR4 no controle da migração das MSCs para outros tecidos (92). Ainda 
existem muitos estudos que tentam entender como o “homing” das MSCs funciona e 




D. Células-tronco mesenquimais de Tecido Adiposo (AT-MSCs) 
Atualmente, falta ainda consenso na literatura sobre a nomenclatura ideal 
para as CT do tecido adiposo. Alguns autores referem-se a essas células como: 
células do processado de lipoaspirado (processed lipoaspirate cells - PLA) (93), 
células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (adipose tissue -
mesenchymal stem cells - AT-MSCs) (94, 95), células-tronco multipotentes derivadas 
de gordura (multipotent adipose-derived stem cells - MADS) (96, 97), células-tronco 
derivadas de tecido adiposo (adipose tissue-derived stem cells - ASC) (98, 99), 
células estromais mesenquimais derivadas de tecido adiposo (adipose tissue-
derived stromal cells - ADSC, ATSC) (100, 101), células estromais de adulto 
derivado de tecido adiposo (adipose tissue derived adult stem cells - ADAS) (102, 
103), ou células derivadas de tecido adiposo (adipose tissue-derived cells - ADC) 
(104, 105). Embora haja uma discordância quanto a nomenclatura, a população 
celular é a mesma. Nesta tese, usaremos o termo “células-tronco mesenquimais 
estromais derivadas de tecido adiposo” (AT-MSCs) pois esta nomenclatura vem 
sendo utilizada com maior frequência em trabalhos publicados recentemente.  
O tecido adiposo (TA) é um tecido de organização complexa, originário do 
mesoderma embrionário, formado basicamente de adipócitos maduros e imaturos, 
que acumulam lipídeos (gordura) no citoplasma; e pelo estroma-vascular que 
contém fibroblastos, células endoteliais, linfócitos, macrófagos, células-tronco e pré-
adipócitos. O TA é responsável por coordenar uma série de processos como: 
metabolismo energético, atividades imunológicas e atividades neuroendócrinas (53). 
A fração celular do estroma-vascular (stromal-vascular cell fraction - SVF) é 
composta por uma população heterogênea de células tendo como principal os pré-
adipócitos, que se proliferam, se autorrenovam e se diferenciam em adipócitos 
maduros. A porção SVF do TA vem sendo foco de muitos estudos, sendo que este 
compartimento é uma fonte rica em células-tronco mesenquimais (106). 
O TA é constituído de dois tipos de adipócitos, marrom e branco, que 
diferem em suas propriedades. O adipócito do TA marrom apresenta núcleo 
centralizado, muitas mitocôndrias e diversos vacúolos lipídicos pequenos. Já os 




tamanho grande, desta forma sua mitocôndrias e núcleo se localizam na periferia do 
citoplasma (53). 
Uma das principais funções do TA é a liberação de hormônios, 
conhecidos como adipocinas, que controlam e regulam muitos processos dentro do 
organismo como homeostase glicêmica, pressão arterial, coagulação sanguínea, 
angiogênese, entre outros. Como principais adiposcinas (proteínas e fatores não 
protéicos) liberadas pelo TA podemos citar: a leptina – responsável pela sinalização 
de estoque de energia corporal ao sistema nervoso central, a adiponectina – 
aumenta a sensibilidade a insulina, e a resistina – diferentemente da adiponectina a 
resistina aumenta a resistência à insulina (53). 
Além de ser uma rica fonte de células, o tecido adiposo subcutâneo, 
principalmente o tecido adiposo branco, apresenta fácil acesso através de 
procedimento cirúrgico simples (lipoaspiração), obtendo-se uma grande quantidade 
de tecido (107, 108). Os riscos comumente envolvidos com a lipoaspiração do 
volume proposto são mínimos, entre os quais: dor no pós-operatório (tratada com 
analgésicos) e equimose (duração limitada em até 14 dias). A ocorrência de infecção 
é extremamente baixa, tendo em vista a observação da técnica (realização em 
ambiente hospitalar, forma asséptica, uso de materiais descartáveis). Riscos maiores 
(como perfuração da parede abdominal) são evitados pela observância da técnica 
cuidadosa (manobras de pinçamento bidigital do tecido dermo-gorduroso a ser 
aspirado, exame pré-operatório excluindo-se a eventual presença de hérnias).  
O isolamento das MSCs de tecido adiposo é considerado simples com 
obtenção de um grande número de células, que apresentam grande capacidade de 
proliferação e diferenciação (plasticidade celular) (109-111). Geralmente são 
extraídas e isoladas 1x106 AT-MSCs a cada 50 mL com aproximadamente 95% de 
pureza (106). Lembrando que o procedimento de lipoaspiração é um processo 
rotineiro na medicina e considerado simples, que propicia a obtenção de grande 
quantidade de tecido adiposo que seria descartado (110, 112, 113). Em grande parte 
dos estudos as AT-MSCs são cultivadas e expandidas em culturas monocamadas 





As AT-MSCs apresentam maior capacidade de proliferação em cultura 
quando comparadas as MSCs derivadas de medula óssea. As taxas de proliferação 
dessas células são influenciadas e variam de acordo com a idade do doador (quanto 
menor a idade melhores as taxas de proliferação), o tipo e localização do tecido 
adiposo lipoaspirado (tecido adiposo marrom ou branco e subcutâneo ou visceral), o 
procedimento de coleta e as condições da cultura celular que dependem de 
formulações diferentes de meios de cultura (106, 114). 
As MSCs ainda apresentam algumas características que são muito 
importantes na terapia celular e medicina regenerativa, que são: o efeito parácrino, 
imunomodulação e o homing celular. 
8. Homing Celular – MSCs Homing 
Uma das principais características que tornam as MSCs muito utilizadas 
nas pesquisas em terapia celular é chamada de homing celular. Ele ocorre quando a 
vasculatura de um tecido captura as MSCs realizando sua transmigração através do 
endotélio. Mesmo ainda não sendo muito bem conhecido, muitos trabalhos vêm 
demonstrando que este processo de homing das MSCs é muito semelhante ao dos 
leucócitos (Figura 5). Em um primeiro momento essas células entram em contato 
com as células do endotélio desacelerando o fluxo sanguíneo, em um segundo 
momento são ativadas por receptores acoplados a proteína-G seguido de uma 
ativação dependente de integrina. Após esse processo as células migram através do 
endotélio e da membrana basal subjacente (115-117). 
Diferentes tipos de moléculas estão envolvidas e são necessárias nas 
diferentes fases deste processo. No primeiro momento estão envolvidas as 
selectinas-P e E, assim como a glicoproteína ligante de selectina-P (PSGL-1), 
presentes no endotélio. No homing celular das células endoteliais da medula óssea, 
o ligante selectina-L/-E (HCELL), uma glicoforma especializada da CD44, é muito 
importante para a realização da migração (116), sendo que muitos estudos têm 
observado a interação entre essas moléculas no homing das MSCs. Além disso, 
muitos estudos vêm demonstrando que a interação entre essas duas selectinas é 
muito importante para a migração de leucóticos através da parede endotelial para 




Os receptores acoplados a proteína-G também participam do processo de 
homing. Um dos receptores mais estudados é o CXCR4-SDF-1 (receptor de 
quimiocina tipo-4 e fator derivado de célula estromal-1). Apesar da expressão 
desses receptores nas MSCs, que apresentam muitas controvérsias, elas possuem 
importante função fisiológica (116). As integrinas (VCAM-1-VLA-4 / molécula de 
adesão celular vascular 1 e antígeno 4 tardio) são importantes no terceiro passo 
para o homing celular, pois essas integrinas realizam uma firme adesão entre as 
células e o endotélio, sendo que a inibição da integrina β1 (juntamente com a 
integrina α4 forma a VLA-4) pode anular o homing das MSCs.  Mesmo não se tendo 
consenso de como ocorre todo o processo nas AT-MSCs, um estudo sugere que a 
molécula CD24 é um provável ligante para a selectina-P. No último estágio para a 
migração celular as metaloproteínases (MMP), principalmente as MMP-2 e MMP-9, 
têm importante função por degradarem colágeno, principal componente da 
membrana basal, ajudando assim na migração das células através do endotélio 
vascular (116-118). 
Alguns trabalhos têm estudado alguns fatores que influenciam a migração 
das MSCs. Herrera et al. 2007, demonstrou a importância da CD44 para o 
recrutamento das MSCs. O grupo injetou células-tronco mesenquimais da medula 
óssea CD44+/+ e CD44-/- em camundongos com insuficiência renal aguda, 
demonstrando a presença das CD44+/+ e ausência das CD-/- na microcirculação renal 
dos animais, sugerindo que a CD44 é muito importante para o recrutamento dessas 
células (119). Em outro estudo as células-tronco foram observadas na medula 
óssea, no fígado, baço e pulmões após algumas injeções de MSCs. Neste estudo 
também foi observado um aumento do homing celular em animais mais jovens após 





Figura 5. Visão geral dos mecanismos envolvidos no homing celular (117) 
 
As MSCs ainda apresentam capacidade de interagir com o organismo 
através de efeito parácrino (interação e comunicação entre células vizinhas) e 
imunomodulador (controle das reações imunológicas com ajuste ao nível desejado), 
se tornando desta forma células que apresentam grande potencial para fins 
experimentais e, em um futuro, como fontes de células-tronco autólogas de fácil 
obtenção e manipulação, serão muito utilizadas na terapia celular e medicina 
regenerativa (121, 122). As propriedades de imunomodulação e efeito parácrino 
serão descritas a seguir. 
9. Imunomodulação e Efeito parácrino das Células-tronco 
Desde a identificação e descoberta da presença de células-tronco no 
tecido adiposo, há mais de 40 anos, essas células vêm sendo cada vez mais 
pesquisadas e utilizadas na medicina regenerativa e engenharia de tecidos (123). 
Durante a resposta imune as MSCs se comunicam com o microambiente 
inflamatório, sendo que as MSCs expressam um grande número de moléculas de 
superfície celular (integrinas e moléculas de adesão) que promovem a interação com 
as células do sistema imune (Figura 6) (124). 
Mattar et al. 2015 avaliou a ação das MSCs sobre os linfócitos T (CD4+ 




inflamatórias e ação contra distúrbios autoimunes específicos. Esse estudo 
demonstrou que as MSCs inibem a ação dessas células (125). Cho et al. 2014 
descreveu que as MSCs reduziram a liberação de citocinas associadas a Th2 (IL-4 e 
IL-5) e aumentaram a secreção de interferon (IFN-γ) e IL-2 derivados de Th1 (126). 
Em um ambiente com processo inflamatório, níveis elevados de IFN-γ e TNF-α faz 
com que as MSCs aumentem a expressão de TGF-β, levando as células Th1 a 
expressarem mais IL-10 e assim reduzindo a produção de IFN-γ (125).  
Mattar et al. 2015 ainda relata a ação das MSCs sobre os linfócitos T 
(CD4+ Th2), essas que tem papel fundamental na defesa contra parasitas 
extracelulares, aumentando a produção de IL-4 anti-inflamatória pelas células Th2 
supostamente através da via PGE2 (125). Em doenças inflamatórias que estão 
associadas com quantidades elevadas de células Th2, como na Doença de Crohn, 
as MSCs inibiram a produção de IL-4 e IL-5 produzidas pelas Th1 e aumentaram 
IFN-γ e IL-2 que são derivadas de Th1, melhorando o processo inflamatório (126, 
127). A ação das células-tronco mesenquimais estromais sobre os linfócitos é 
dependente da dosagem de células. Machado e col. 2014, apresentaram um estudo 
in vitro demonstrando que quanto maior foi a quantidade de MSCs em cultura de 
células maior foi a ação de inibição sobre os linfócitos (128). 
As MSCs também realizam modulação dos linfócitos T citotóxicos (CD8+), 
que são as principais células de ação contra células infectadas por vírus e células 
tumorais, também tendo papel primordial na resposta autoimune e na rejeição de 
transplantes. A ativação das células T CD8+ é desencadeada quando há interação 
do receptor de células T com o complexo HLA específico (125). Os estudos apontam 
que as MSCs apresentam capacidade de diminuir a resposta imune das células T 
CD8+ inibindo sua proliferação e maturação (126, 129). 
O estudo de Chen et al. 2014, relatou que as MSCs induzem o aumento 
da secreção de IL-10 por monócitos (CD14+) suprimindo a proliferação e 
crescimento de células T (130). As MSCs promovem a sobrevivência de monócitos e 
induz sua diferenciação para macrófagos tipo 2 (CD163+ e CD206+) que secretam 
IL-10 (131). Também são capazes de inibir a função pró-inflamatória dos 
macrófagos e das células dendríticas, fazendo com que essas células apresentem 






Figura 6. Imunomodulação das células do sistema imune através da ação das AT-MSCs (124)  
 
As MSCs também tem efeito sobre a proliferação dos linfócitos B, 
suprimindo a diferenciação em plasmócitos (132). Essas células inibem as 
propriedades quimiotáticas dos linfócitos B interferindo nos receptores quimiotáticos 
(CXCR4/CXCR5/CXCR12). Esse efeito sobre os linfócitos também foi demonstrado 
em estudo in vivo, onde foram capazes de suprimir os antígenos específicos IgG1 e 
IgM em camundongos imunizados com antígenos de células T dependentes e 
independentes (128). 
Quanto a angiogênese sabemos que ela é peça fundamental no processo 
de cicatrização e que as MSCs secretam fatores de crescimento e através do 
contato célula-célula conduzem o processo de angiogênese na reparação tecidual. 
Malhotra et al. 2016 demonstra em seu trabalho a capacidade dessas células de 
liberar VEGF ajudando no processo angiogênico tanto in vitro quanto in vivo (122). 
Na fase inflamatória do processo de reparo a ação das MSCs aumenta a 




ajudam ainda na produção local de pró-inflamatórios como IFN-γ e TNF-α. Isso 
auxilia que o processo de reparo passe para a próxima fase sem se tornar uma 
ferida crônica. As MSCs secretam fatores de crescimento como EGF, IGF, HGF e 
VEGF, que auxiliam nesse processo, apresentando ainda a capacidade de 
influenciar outras células do microambiente melhorando todo o processo (122). 
Mesmo com o aumento do número de estudos que utilizam MSCs em 
medicina regenerativa e o avanço nas pesquisas, ainda não se sabe todos os 
mecanismos envolvidos na imunossupressão causada pelas MSCs, em terapias 
regenerativas. Sabe-se que essas células têm a capacidade de induzir a ação de 
imunossupressão no microambiente onde estão, e isso pode estar relacionado pela 
falta de imunogenicidade deste tipo de célula (Tabela 3). A principal molécula solúvel 
envolvida nesse processo é a HLA-G5, um antígeno das classes HLA-1, que é 
liberado após contato das MSCs com as células T. Assim HLA-G5 inibe a lise das 
MSCs alogênicas que seria mediada pelas células natural killer (NK), bem como a 
secreção de IFN-γ por estas células (128).  
EFEITO IMUNOMODULATÓRIO DAS MSCS MECANISMOS 
INIBIÇÃO DA PROLIFERAÇÃO DE 
LINFÓCITOS 
1. IDO 
2. Óxido nítrico (ON) 
INDUÇÃO DA ANERGIA DE LINFÓCITOS T Mediada por fatores solúveis e pelo contato célula-
célula 
INDUÇÃO DA APOPTOSE DE LINFÓCITOS T 1. IDO e IFN-γ 
2. Mecanismo independente HLA-G 
INDUÇÃO DAS CÉLULAS T REGULADORAS 
(CD4+ CD25+) 
Mediada por fatores solúveis e pelo contato célula-
célula 
MODULAÇÃO DAS CÉLULAS 
APRESENTADORAS DE ANTÍGENOS 
1. Regulação descendente da expressão de 
MHC-II 
2. Diminuição da secreção de IFN-γ, TNF-α, 
IL-2 e IL-12 
Tabela 3. Mecanismos e funções de imunossupressão mediadas pelas MSCs. Adaptada de 
Abumarre et al. 2012 (133). 
 
Matthay et al. 2017 e Krasnodembskaya et al. 2010, ainda demonstram 
que as MSCs podem apresentar propriedades antimicrobianas com a liberação de 
fatores solúveis, através de ação direta ou indireta. Em um estudo em camundongos 




peptídeos como o LL-37 (cathelicidin – peptídeo antimicrobiano de amplo espectro 
encontrado em humanos) e o lipocalin-2, levando a uma exclusão das bactérias. 
Outro mecanismo de ação microbiana dessas células inclui o catabolismo do 
tryptophan pela indolamina 2,3-dioxigenase (134, 135).  
Outras propriedades pró-regenerativa das MSCs são a ação anti-oxidativa 
e o efeito anti-apoptótico que leva a uma diminuição da gravidade da lesão. Uma 
grande variedade de fatores secretados por essas células são responsáveis por 
esses efeitos, são eles: fator de crescimento semelhante a insulina tipo-1, fator de 
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de hepatócito (HGF), 
fator de crescimento nervoso (NGF) e neurotrofin-3 (NTF3) (134). 
 
10. Vias e proteínas estudadas 
 
A. Metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 / MMP-9) 
As metaloproteinases (MMPs) da matriz são constituídas por um grupo de 
enzimas que tem como principal função a degradação dos componentes da MEC e 
das membranas basais. Hoje são conhecidos mais de 20 tipos de MMP que são 
classificadas em 5 grupos (Tabela 4) de acordo com sua especificidade 
(colagenases, gelatinases, estromelisinas, tipo-membrana e outros). As MMPs 
degradam as macromoléculas da matriz, principalmente o colágeno, a fibronectina, a 
laminina e a proteoglicana (136-138) 
As MMPs necessitam da presença de zinco (Zn++) para realizarem suas 
funções de degradação. Elas são produzidas principalmente pelos leucócitos, 
monócitos, macrófagos, fibroblastos e por células mesenquimais. Essas células 
respondem a presença de alguns fatores de crescimento (IL-1, TNF-α e TGF-α), 
liberando as MMPs para o meio extracelular. Sua atividade é controlada por 
inibidores teciduais específicos, chamados de TIMPs. As TIMPs regulam o nível de 
ativação das MMPs, sendo muito importante para manter um equilíbrio e assim 
manter a homeostase da MEC (136, 137). As MMPs estudadas neste trabalho foram 





Número Enzima Substrato específico 
MMP-2 Gelatinase A Pró-MMP-9 e fibronectina 
MMP-9 Gelatinase B Gelatin, fibronectina, elastina, colágeno IV, V, VII, X e 
colágeno I desnaturado 
MMP-3 Estromelisina-1 Fibronectina, laminina, elastina, proteoglicana, colágeno VI, 
V, IX, X, Pró-MMPs -1, -7, -8, -9, -13 
MMP-10 Estromelisina-2 Fibronectina, laminina, elastina, proteoglicana, colágeno IV, 
V, IX, X 
MMP-7 Matrilisina Fibronectina, elastina, colágeno IV 
MMP-12 Metaloelastase Elastina 
MMP-1 Colagenase Pró-MMP-9 
MMP-8 Neutrofil colagenase Colágeno helicoidal 
MMP-13 Colagenase-3 Colágeno helicoidal 
Tabela 4. Principais MMPs de matriz e seus substratos específicos (136). 
 
B. Receptores do tipo Toll-Like (TLR2 e TLR4) 
Os receptores de membrana Toll-like (TLR) são proteínas que 
desempenham papel importante no reconhecimento de patógenos, além de gerar 
sinais para a produção de citocinas pró-inflamatórias. Em humanos, hoje, temos 
identificados e classificados 10 tipos de TLR exercendo papel importante nos 
sistemas de imunidade inata e adquirida (139, 140). 
Os TLRs estão presentes nos macrófagos, células dendríticas e nos 
neutrófilos exercendo o papel de reconhecimento dos padrões moleculares 
associados a patógenos (PAMP). Alguns TLRs estão presentes na membrana 
celular e outros estão localizados no espaço intracelular. O TLR 4, estudado neste 
trabalho, é de membrana celular (139, 140). 
Após a ativação da via TLR muitas citocinas, principalmente as 
interleucinas, são liberadas agindo no organismo no combate dos microorganismos. 
Um equilíbrio entre a ativação e inativação dos receptores se faz necessária para 




e autoimunes apresentam falta do equilíbrio entre ativação e inativação dos 
receptores TLR. Uma pequena ativação dos receptores TLR pode levar a uma 
grande susceptibilidade a patógenos, enquanto uma alta ativação geralmente está 
relacionada com doenças autoimunes (139, 140). 
C. Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) 
A formação da rede vascular normal no organismo humano ainda é pouco 
entendida, acreditando-se que para a formação da rede vascular há a secreção 
balanceada e equilibrada de fatores por diversas moléculas. Essas moléculas 
incluem principalmente as citocinas da família VPF/VEGF – fator de permeabilidade 
vascular/fator de crescimento endotelial vascular (43). 
As citocinas chamadas de VEGF ainda são responsáveis pela formação 
de novos vasos sanguíneos em resposta a ferimentos, tumores, processos 
inflamatórios crônicos, entre outros estímulos patológicos. Muitas vezes os vasos 
sanguíneos formados podem apresentar algumas alterações em relação a sua 
organização celular, estrutura e função (43). 
O VEGF é membro de uma família de citocinas que exercem diversas 
funções na angiogênese fisiológica e patológica. A família VPF/VEGF pertence ao 
grupo de glicoproteínas diméricas e é constituída do VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, 
VEGF-D, VEGF-E e VEGF-F, além do fator de crescimento placentário (PGF). De 
todos estes, o VEGF-A, é o mais estudado e compreendido. Sua ativação 
desencadeia diversas vias de sinalização intracelular que agem na proliferação, 
migração, diferenciação, sobrevivência e mitogênese das células endoteliais (141, 
142). 
A indução da angiogênese ocorre através da atuação direta do VEGF nas 
células endoteliais. O VEGF se liga e ativa os receptores de membrana pertencentes 
a família de receptores tirosina quinase iniciando e ativando as vias que resultam na 
indução da angiogênese (141) 
D. Colágenos: Tipo I e Tipo III 
O colágeno é a proteína fibrosa mais importante da constituição dos 
tecidos conjuntivos. A família de colágenos é composta por 27 proteínas isoformas 




(12%), hidroxilisina, hidroxiprolina (10%) e alanina. Essas cadeias são as 
responsáveis pela formação das fibras de colágeno que proporcionam elasticidade e 
resistência. Como principal função, as fibras de colágeno ajudam na fixação de 
células na matriz extracelular contribuindo para sua integridade estrutural (143, 144). 
O colágeno é formado durante o desenvolvimento embrionário e também 
através de processos de regeneração e reparo tecidual. As moléculas de colágeno 
são secretadas por fibroblastos (células do tecido conjuntivo) na forma solúvel de 
procolágeno, formado de peptídeos globulares de nitrogênio (N-) e carbono (C-) 
terminais. O procolágeno é secretado dentro de vesículas formadas pelo complexo 
de Golgi e em seguida é secretado na matriz extracelular. Na matriz, com a ação 
das N- e C-peptases, há a clivagem das duas estruturas globulares iniciando o 
processo de fibrilogênese (produção de colágeno) (143, 145). 
A produção e biossíntese de colágeno ocorre em várias etapas no 
organismo, sendo que para ser renovado há a necessidade inicial da degradação do 
colágeno para que em seguida se inicie a síntese de um novo. Devido ao grande 
número de etapas envolvidas na síntese de colágeno erros podem acontecer, sejam 
por falhas enzimáticas ou processos patológicos (144). 
Neste trabalho foram estudados os colágenos fibrilares tipo I e tipo III, que 
variam em sua composição e distribuição de aminoácidos dentro do organismo. O 
colágeno tipo I é o mais comum e o mais estudado, sendo a principal proteína 
estrutural da pele, tendão e osso (145). Na região da lesão, fístula, espera-se 
encontrar, nos primeiros dias do processo de cicatrização, mais colágeno tipo III com 
uma transição gradual do colágeno tipo III para o colágeno tipo I com o aumento dos 
dias de cicatrização. 
E. Interleucina-6 
A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina que pertence a uma classe de 
pequenas proteínas que estão relacionadas com a proliferação e diferenciação 
celular, sobrevivência e apoptose celular. A IL-6 está envolvida na resposta imune 
de fase aguda, atuando ao mesmo tempo com ação pró-inflamatória e anti-
inflamatória. Essa citocina é produzida por vários tipos celulares como, fibroblastos, 




prostaglandina E2 (PGE2) e pelo fator de crescimento transformados beta (TGF-β) 
(146). 
A IL-6 pertence a uma família de proteínas que utiliza a GP130, proteína 
de transdução de sinal. A IL-6 se liga ao seu receptor (IL-6R) formando um 
complexo que está associado a GP130. Existem dois tipos de receptores (IL-6R) 
para a IL-6, o receptor ligado a membrana e o solúvel (mIL-6R e sIL-6R 
respectivamente). O primeiro é ativado pela via clássica, já o segundo é o 
responsável pela ativação via trans-sinalização (Figura 7) (147). O receptor sIL-6R 
pode ser encontrado em todos os biofluídos do corpo, enquanto o mIL-6R só é 
encontrado em hepatócitos e alguns leucócitos (146). 
 
Figura 7. Características da via clássica e via trans-sinalização. A) A via clássica leva a ativação das 
vias JAK/STAT, AKT e MAPK alterando a transcrição.  A liberação de citocinas leva a uma inibição do 
feedback através de SOCS. B) Na trans-sinalização ocorre uma maior sinalização da via JAK/STAT 
em relação a MAPK através da supressão de SOCS. A falta de um feedback causando um aumento 
da ativação de JAK/STAT leva a uma maior transcrição das citocinas e um estado pró-inflamatório.  
Adaptado de Georgia et al. (147). 
 
F. Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) 
O TNF-α, citocina pró-inflamatória Th1, tem como principal papel no 
organismo promover resposta imune e inflamatória através do recrutamento de 
monócitos e neutrófilos para o local da lesão/infecção. Ele é produzido por linfócitos, 




lipopolissacarídeos que são encontrados nas membranas das bactérias gram 
negativas. A partir daí o TNF-α produzido se liga aos receptores específicos, TNF-R 
I e II, para realizar no organismo seus efeitos biológicos (148, 149). 
Pouco ainda se sabe sobre os mecanismos que irão determinar o efeito e 
ação dominante do TNF-α no organismo. Em baixas concentrações, o TNF-α age 
nas células endoteliais ocasionando vasodilatação e estimulando a secreção de 
quimiocinas que atraem leucócitos gerando um processo inflamatório local, 
possibilitando desta forma um combate a focos infecciosos (148). Outra ação do 
TNF-α no organismo é desencadear o processo de apoptose celular (150). 
Por participar ativamente do processo de inflamação em locais de 
infecção, o TNF-α e as citocinas da família TNF-α e seus inibidores, vem sendo 
muito estudados e utilizados na terapia de doenças autoimunes e no câncer (150). 
Assim, é de grande importância a avaliação de todas as vias e proteínas 
aqui citadas para um melhor entendimento do processo de cicatrização das fístulas 
enterocutâneas quando tratadas com fios de sutura com células-tronco 
mesenquimais aderidas. Um melhor entendimento do processo de reparo tecidual se 

















Este estudo tem como principal objetivo avaliar e compreender, do ponto 
de vista celular e molecular, como o processo de cicatrização de fístulas 
enterocutâneas, em modelo animal, ocorreu após o tratamento das feridas com fios 




1. Obter e caracterizar as AT-MSCs para garantir que as células utilizadas neste 
estudo realmente são células-tronco mesenquimais estromais; 
2. Estabelecer protocolos de imunohistoquímica e determinar os anticorpos que 
participam do processo de cicatrização para avaliar como ocorreu o processo 
de cicatrização das fístulas enterocutâneas em modelo animal; 
3. Avaliar através de testes de imunohistoquímica, como se deu a cicatrização 
das fístulas enterocutâneas em modelo animal, com o tratamento utilizando 













MATERIAL E MÉTODOS 
 
1. Fontes de obtenção de AT-MSCs 
As células-tronco mesenquimais estromais (AT-MSC) foram obtidas de 
tecido adiposo humano de pacientes hígidos submetidos a cirurgia de lipoaspiração 
estética, sob anestesia geral. Os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa da Unicamp e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
(TCLE) (ANEXO 1 - processo CEP-N° 839/2008) foi aplicado a todos os pacientes 
submetidos a lipoaspiração que tenham concordado com a doação. Foram 
selecionados pacientes entre 20 e 50 anos e excluídos os pacientes diabéticos e 
hipertensos. 
 
2. Extração de AT-MSCs 
O tecido lipoaspirado foi lavado exaustivamente com PBS (phosphate-
buffered saline) para remover traves de tecido conjuntivo e hemácias. Para cada 
10mL de tecido, a proporção das substâncias para o tampão de digestão foi de: 
20mg de colagenase tipo 1A, 200mg de albumina sérica bovina (BSA), 20ml de D-
MEM Low Glucose e 10μl de gentamicina. A mistura foi adicionada ao tecido e 
tratada em banho-maria à 37ºC por 30 minutos, agitando-se o recipiente a cada 5 
minutos. Após a digestão completa do tecido, a reação foi interrompida com 10mL 
de soro fetal bovino (FBS). A seguir, foi centrifugada por 15 minutos a 1500rpm. O 
sobrenadante foi desprezado e o pellet de células re-suspenso em 10mL de D-MEM 
Low Glucose com 10% do volume de FBS. O meio de cultura foi trocado após 24 
horas e a cada 3 dias consecutivamente, até que as células aderidas ao plástico 
atingissem a confluência de 70 a 80% da superfície da garrafa de cultura. As células 
foram então tripsinizadas [tripsina 0,005% e 1mM de ácido etilenodiaminotetracético 
(EDTA)], retiradas da garrafa e colocadas em outras duas garrafas (processo 
denominado passagem celular) até chegar na 4ª passagem da cultura, quando as 









Figura 8. Obtenção de células-tronco mesenquimais estromais a partir de tecido adiposo (151). 
 
3. Caracterização das AT-MSCs 
 
Toda a caracterização das AT-MSCs utilizadas neste estudo 
[diferenciação mesodérmica in vitro (linhagens adipogênica, condrogênica e 
osteogênica)], imunofenotipagem através de citometria de fluxo, análise citoquímica 
das AT-MSCs diferenciadas, imunocitoquímica e microscopia confocal, citogenética 
e atividade da enzima telomerase) foram realizadas em estudo anterior de 
dissertação de mestrado e já publicados no artigo “Mesenchymal stromal cells from 
adipose tissue attached to suture material enhance the closure of enterocutaneous 
fistulas in a rat model” publicado em 2014 e anexado no final desta tese (Anexo 3) 
(152).  
 
4. Adesão das células-tronco mesenquimais de tecido adiposo nos fios de 
sutura  
Foram utilizados fios de sutura 4-0 Poly Vicryl J-304 Poliglactina 910. 
Para ajudar na fixação das células-tronco mesenquimais de tecido adiposo nos fios 
de sutura foi utilizada cola de fibrina (fabricação própria). A preparação da cola de 
fibrina teve as seguintes proporções: 20uL de fibrinogênio, 30uL de trombina e 10uL 
de cloreto de cálcio para cada fio. Após a preparação da cola de fibrina, os fios de 
sutura foram abertos dentro do fluxo laminar e colocados em placas para cultivo 




e logo em seguida foi adicionada a cola de fibrina ao longo de toda a extensão do 
fio. Após a execução de todo este procedimento adicionamos 25mL de meio de 
cultura DMEM baixa concentração de glicose mais 10% do volume de soro fetal 
bovino (FBS) para o crescimento das células. A fixação e proliferação celular foram 
observadas após 24 horas. 
 
5. Procedimento animal – fístula cecal 
A. Grupo experimental 
Todos os procedimentos utilizados neste estudo estão de acordo com os 
“Princípios éticos na experimentação animal” e foram aprovados pelo 
CEUA/Unicamp (protocolo nº 3293-1) (Anexo 2). Neste estudo foram utilizados 
animais da espécie Rattus novergicus albinus, cepa Wistar (25 animais), com 10 
semanas de vida do sexo masculino. A colônia de ratos Wistar foi monitorada pela 
Seção de Qualidade Sanitária do Núcleo de Medicina e Cirurgia Experimental da 
UNICAMP descritas por Gilioli et al, 2000 e Gilioli, R., 2003 (153, 154). Após a 
cirurgia e aplicação dos fios de sutura com células-tronco mesenquimais de tecido 
adiposo aderidas, os animais foram mantidos sob condições assépticas pré-
determinadas pelo Núcleo de Medicina e Cirurgia Experimental da UNICAMP. 
Os animais foram divididos em 3 grupos: Grupo controle (GC – 5 animais), 
Grupo fístula sem AT-MSCs (GF – 5 animais) e Grupo fístula com AT-MSCs (GF/AT-
MSCs – 15 animais). O GC não sofreu nenhum tipo de lesão e foi sacrificado com 21 
dias. No GF o fio de sutura utilizado para formar a fístula foi um fio de sutura sem 
adesão de AT-MSCs, sendo este grupo acompanhado e sacrificado com 21 dias. Já 
no GF/AT-MSCs o fio de sutura utilizado para formar a fístula continha 1x106 AT-
MSCs aderidas. Este grupo foi subdividido em grupos de 7, 14 e 21 dias (5 animais 
em cada), dias em que os animais foram sacrificados (Figura 9). Essa divisão foi 
realizada para acompanhar como ocorreu a cicatrização nas diferentes fases deste 
processo. 
B. Anestesias 
Os animais foram anestesiados com Ketamina (80mg/kg) e Xylazina (10 




Para realizar a eutanásia dos animais foi utilizada câmara de CO2 para todos os 
grupos. 
C. Procedimento cirúrgico 
O procedimento cirúrgico foi realizado segundo protocolo desenvolvido 
pelo mesmo grupo de pesquisa em estudo anterior (152). Após serem anestesiados 
e colocados em posição de decúbito dorsal, foi feita a depilação seguida de 
antissepsia da parede abdominal com polivinilpirrolidona-iodo 1%. Em seguida foi 
realizada a laparotomia mediana de 7mm dando acesso ao ceco, que foi exposto e 
submetido a enterotomia de 5mm na borda antimesentérica. Após a abertura do 
ceco foram dados quatro pontos com fio de sutura (4-0 Poly Vicryl J-304 Poliglactina 
910) com AT-MSCs aderidas da borda antimesentérica com a pele, formando a 
fístula. 
 
Figura 9. Desenho experimental do grupo animal. 
 
6. Preparação do material histológico 
Coleta das amostras: Nos dias em que os animais foram sacrificados os 
segmentos de ceco e pele, onde houve a formação da fístula, foram removidos 
através de necropsia do animal. As peças foram clivadas (para a redução de seu 
tamanho e assim permitir a penetração mais fácil do fixador) e ficaram com 
tamanhos em torno de 8mm. 
Fixação: Após a coleta das amostras, essas foram colocadas diretamente 




por pelo menos 10 lavagens com álcool 70% para a retirada do ácido pícrico 
presente no Bouin e que danifica o tecido.  
Desidratação: As amostras foram colocadas em álcool 80%, álcool 100% 
I, álcool 100% II, álcool 100% III e álcool 100% IV por 30 minutos, nesta ordem. 
Diafanização: Após a desidratação as amostras foram colocadas em 
álcool/xilol por 15 minutos e em xilol I, xilol II e xilol/parafina por 30 minutos, nesta 
ordem. 
Inclusão: Antes de se iniciar o processo de inclusão das peças, os moldes 
foram colocados na estufa (60ºC) para estarem quentes no momento da inclusão. As 
peças foram então colocadas em parafina I e parafina II por 1 hora, nesta ordem. 
Após esta etapa o molde foi retirado da estufa (um de cada vez) e foi colocado 
parafina; a posição da peça foi ajustada dentro do molde e este foi logo em seguida 
colocado na placa resfriadora até que o molde com a peça esfriasse completamente.  
Microtomia: Foram realizados cortes de 5 micrômetros de espessura em 
micrótomo Leica rotativo automatizado (RM2255). Após a realização dos cortes as 
lâminas ficaram em estufa (37ºC) durante 48 horas.  
 
7. Análise Histopatológica – Hematoxilina e Eosina (H.E.) 
Antes do processo de coloração, as lâminas foram colocadas na estufa 
(60ºC) durante 1 hora e 30 minutos para a desparafinização. Após esta etapa as 
lâminas passaram pelo processo de hidratação: Xilol I – 10 minutos, Xilol II – 10 
minutos, Xilol/Álcool – 5 minutos, Álcool absoluto – 5 minutos, Álcool 80% - 5 
minutos, Álcool 70% - 5 minutos e água – 5 minutos. 
Concluída a hidratação as lâminas foram colocadas no corante 
Hematoxilina de Harris por 1 minuto e logo após foram deixadas em água corrente 
durante 10 minutos. As lâminas foram colocadas no corante Eosina Alcoólica 
durante 1 minuto e em seguida foi realizada a desidratação: Álcool 80% - 5 minutos, 
Álcool 95% - 5 minutos, Álcool 95% - 5 minutos, Álcool absoluto I – 5 minutos, Álcool 
absoluto II – 5 minutos, Xilol I – 5 minutos e Xilol II – 5 minutos.  
Com a finalização desta etapa foi realizada a montagem das lâminas. Em 
cada lâmina foi adicionado uma gota de Entellan (Merk) sobre o corte e a lamínula 




temperatura ambiente para secar e estarem prontas para a visualização no 
microscópio. 
A análise histopatológica (HE) foi realizada em todos os 3 grupos 
descritos acima (7, 14 e 21 dias) e também no grupo fístula (GF), onde foi realizada 
a mesma cirurgia para formação da fístula no animal, com a diferença do fio de 
sutura utilizado ser um fio de sutura convencional, sem a adesão de AT-MSCs. Esse 
grupo foi acompanhado por 21 dias onde foi sacrificado e teve as peças coletadas 
para realização das técnicas histológicas.  
 
8. Preparação das lâminas para imunohistoquímica 
Amostras do ceco de todos os animais de cada grupo experimental (n=5 
animais por grupo), as mesmas utilizadas para as análises histopatológicas, foram 
utilizadas para imunohistoquímica. Foram obtidos cortes com 5µm de espessura no 
micrótomo rotativo Slee CUT5062 RM 2165 (Slee Mainz, Mainz, Alemanha), 
coletados em lâminas silanizadas. A recuperação antigênica foi realizada por 
incubação dos cortes no tampão citrato (Antigen Retreival Buffer) pH=6,0 a 95ºC em 
panela a vapor. As lâminas foram colocadas no tampão a 95ºC e deixadas por 30 
minutos para que ocorresse a recuperação antigênica. Após esse período as 
lâminas foram deixadas 5 minutos em temperatura ambiente e houve a troca do 
tampão por água destilada. Os cortes foram secos ao redor e circundados com 
caneta hidrofóbica. O bloqueio das peroxidases endógenas foi obtido através da 
aplicação do bloqueador de peroxidase por 10 minutos e 5 minutos seguidamente. 
Após o bloqueio as lâminas foram lavadas três vezes com TBS-T (Tris-buffered 
saline, 0.1% Tween 20) por 5 minutos cada vez. O bloqueio de proteínas 
inespecíficas ocorreu com BSA 3% durante 1 hora. Posteriormente, os antígenos 
MMP-2, MMP-9, COL3A1, COL1A1, VEGF-A, TLR-4, TNF-α e IL-6 foram localizados 
através dos anticorpos primários específicos (Tabela 5), diluídos em BSA 1% e 
armazenados overnight a 4ºC. Após esse período os cortes foram lavados três 
vezes com TBS-T por 5 minutos cada lavagem. O kit AdvanceTM HRP (Dako 
Cytomation Inc., EUA) foi usado para detecção dos antígenos de acordo com as 
instruções do fabricante. Após lavagem com tampão TBS-T, os cortes foram 
incubados com anticorpo secundário HRP conjugado proveniente do kit AdvanceTM 




TBS-T por 5 minutos cada lavagem. Os cortes foram revelados com 
diaminobenzidina (DAB), lavados com água destilada com a ajuda de pipeta Pasteur 
e contra corados com Hematoxilina de Harris por 10 segundos. Em seguida as 
lâminas foram lavadas com água destilada por 5 minutos e passaram pelo processo 
de desidratação, onde passaram pelas etapas de: álcool 70% - 5 minutos, álcool 
absoluto I – 5 minutos, álcool absoluto II – 5 minutos, xilol I – 5 minutos, xilol II – 5 
minutos. Para finalizar foi instilado algumas gotas de Entellan (Merk, Alemanhã) 
sobre a lâmina para fixação da lamínula. As lâminas foram avaliadas no 
fotomicroscópio DM2500 (Leica, Munique, Alemanha). 
Para avaliar a intensidade das imunorreatividades dos antígenos, a 
porcentagem de células e/ ou elementos fibrilares da matriz extracelular positivos foi 
examinada em três campos para cada anticorpo com aumento de 400x utilizando o 
software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/) A intensidade da marcação foi graduada 
em uma escala de 0-3, e expressa como 0 (ausência de imunorreatividade), 0% de 
células e/ ou elementos fibrilares da matriz extracelular positivos; 1 (fraca 
imunorreatividade), 1-35% de células e/ ou elementos fibrilares da matriz 
extracelular positivos; 2 (moderada imunorreatividade), 36-70% de células e/ ou 
elementos fibrilares da matriz extracelular positivos; 3 (intensa imunorreatividade), 
>70% de células e/ ou elementos fibrilares da matriz extracelular positivos 
(modificado de Garcia et al., 2016) (155).  
 
Anticorpos Primários Espécie hospedeira Código Fonte 
MMP-2 Camundongo (monoclonal) gtx30147 GeneTex, EUA 
MMP-9 Coelho (policlonal) ab38898 abcam, EUA 
COL3A1 Coelho (policlonal) sc-28888 Santa Cruz, EUA 
COL1 Camundongo (monoclonal) sc-293182 Santa Cruz, EUA 
VEGF Camundongo (monoclonal) sc-53462 Santa Cruz, EUA 
TLR4 Camundongo (monoclonal) sc-293072 Santa Cruz, EUA 
TNF-α Bode (policlonal) sc-1350 Santa Cruz, EUA 
IL-6 Coelho (policlonal) sc-1265 Santa Cruz, EUA 
 




9. Análises Estatísticas 
As análises imunohistoquímicas para os diferentes antígenos foram 
avaliadas através do teste de proporção. Para essas análises, erro tipo-I de 5% foi 































1. Avaliação do processo de cicatrização por imagem (ImageJ) 
A avaliação do processo de cicatrização por imagem foi realizada em 
trabalho anterior, dissertação de mestrado e em artigo publicado (Anexo 3) (152), 
onde foram avaliados a cicatrização visual e por imagem de fístulas do ceco com a 
pele em animais divididos em três grupos: Grupo controle – sem tratamento, Grupo 
injeção de células – foram injetadas 1x106 AT-MSCs ao redor da fístula e Grupo fio + 
células – o fio de sutura utilizado para simular a ferida continha 1x106 AT-MSCs 
aderidas. Todos os grupos foram acompanhados por 21 dias. 
No Grupo controle (Figura 10) nenhum dos animais teve o fechamento por 
completo da fístula, com débito médio de fezes (entre 200mL e 500mL/dia). No 21º 
dia a média de fechamento e recuperação da fístula, avaliando-se a área inicial 
(mm2) menos a área final (mm2), foi de 46,54%. Nenhum tipo de tratamento foi 
realizado com o grupo controle. 
No grupo injeção de células (Figura 11) todos os animais tiveram uma 
recuperação e um tempo de fechamento da área da fístula (mm2) melhor 
comparados ao grupo controle. No 21º dia a média de fechamento e recuperação da 
fístula, avaliando-se a área inicial (mm2) menos a área final (mm2), foi de 71,80%. 
Por fim, no grupo fístula + células (Figura 12) no 15º dia a maioria dos 
animais já não apresentava débito de fezes e estavam com a cicatrização bem 
avançada. No 21º dia a média de fechamento e recuperação da fístula, avaliando-se 
a área inicial (mm2) menos a área final (mm2), foi de 90,34%. 
A análise estatística comprovou que os grupos injeção e fio + célula tiveram 
uma evolução da área da fístula (mm2) melhor que o grupo controle (p<0,05). 
Observamos que no Gráfico 1 a área da fístula (mm2) do grupo sutura (vermelho) 
tem um decréscimo significante logo no terceiro dia, diminuindo progressivamente 









Figura 10. Grupo controle. A: 1º dia da formação da fístula. Observa-se a formação da fístula. B: 
21º dia. A cicatrização da fístula não ocorreu. A região estava com alto débito de fezes. 
 
 
Figura 11. Grupo injeção de células. Legenda: A: 1º dia da formação da fístula. B: 21º dia após a 
formação da fístula. Nota-se que houve cicatrização no local da fístula. 
 
 
Figura 12. Grupo fio de sutura com células aderidas. Legenda: A: 1º dia da formação da fístula. 
B: 21º dia após a formação da fístula. A cicatrização da fístula foi total. O círculo demonstra a área 










Gráfico 1. Comparação da evolução da área da fístula nos 3 grupos durante 21 dias (152). 
 
 
2. Análise histopatológica – Coloração HE 
A mucosa do ceco dos animais do grupo controle foi constituída por 
epitélio cilíndrico simples com células caliciformes, sobre uma lâmina própria de 
tecido conjuntivo frouxo, contendo criptas de Lieberkühn (glândulas intestinais) 
(Figuras 13a, 13b, 13c). A submucosa foi formada por tecido conjuntivo fibroelástico 
rico em fibras colágenas (Figuras 13a, 13b, 13c). A camada muscular foi formada 
por túnicas de músculo liso, uma circular interna e outra longitudinal externa 
(Figuras 13a, 13b, 13c). Os processos de angiogênese e colagenização foram 
discretos nos animais do grupo Controle, enquanto que os processos inflamatórios e 
reação gigantocelular foram ausentes (Tabela 6). 
A fístula na região do ceco (GF) foi caracterizada por quebra da 
arquitetônica do alinhamento vertical das glândulas intestinais (padrão conhecido 
como tubo de ensaio). As glândulas apresentaram formatos irregulares e foram 
separadas por linfócitos e plasmócitos da lâmina própria expandida (Figuras 13d, 
13e, 13f). Os processos de angiogênese e colagenização foram discretos nos 
animais desse grupo, enquanto que o processo inflamatório foi moderado e se 
localizou na submucosa e entre as glândulas intestinais (Figuras 13d, 13e, 13f; 




Os animais tratados cirurgicamente com fio de sutura recoberto com AT-
MSCs após 7 e 14 dias apresentaram melhor arranjo arquitetônico e formatos mais 
regulares das glândulas intestinais, sendo mais evidentes no grupo 14 dias em 
relação ao grupo 7 dias (Figuras 13g, 13h, 13i, 13j, 13k, 13l). O processo 
inflamatório foi intenso nos grupos 7 e 14 dias, localizando-se predominantemente 
na região submucosa. Entre as glândulas intestinais, o processo inflamatório foi 
reduzido, principalmente, no grupo 14 dias (Figuras 13h, 13i, 13k, 13l; Tabela 6). O 
processo de angiogênese foi intenso nos animais dos grupos 7 e 14 dias (Figuras 
13h, 13k; Tabela 6). A colagenização foi moderada no grupo 7 dias e intensa no 
grupo 14 dias (Figuras 13g, 13h, 13i, 13j, 13k, 13l; Tabela 6). A reação 
gigantocelular foi moderada tanto nos animais do grupo 7 dias quanto no grupo 14 
dias (Tabela 6).  
Os animais tratados cirurgicamente com fio de sutura recoberto com AT-
MSCs após 21 dias apresentaram melhor recuperação histológica, assemelhando-se 
ao grupo Controle (Figuras 13, 13n, 13o). As glândulas intestinais apresentaram 
formato característico com alinhamento vertical. Não foram evidenciados infiltrados 
inflamatórios entre as glândulas (Figuras 13m, 13n, 13o). Os processos 
angiogênicos e inflamatórios foram discretos, enquanto que a colagenização foi 
intensa nos animais desse grupo (Figuras 13m, 13n, 13o; Tabela 6). A reação 












Tabela 6. Valores Médios da avaliação da angiogênese, presença de infiltrado inflamatório, reação 
gigantocelular e colagenização no ceco dos animais do grupo Controle e nas regiões da fístula dos 








Controle 1 0 0 1  














3 2 3  
21 dias 1 1 0 3  
Parâmetros: angiogênese, infiltrado inflamatório, reação gigantocelular tipo corpo estranho ao redor 
do fio de sutura e colagenização foram graduados de 1 a 4, sendo: ausente - 0; discreto - 1; 





Figura 13. Análise histopatológica (coloração HE) dos grupos controle (a, b e c), fístula (d, e, f), 7 dias 
(g, h e i), 14 dias (j, k e l) e 21 dias (m, n e o). G = glândula intestinal / S = submucosa / Bv = vaso 
sanguíneo / Mm = muscular da mucosa / Ci = camada muscular circular interna / Le = camada 




3. Imunomarcação dos Antígenos: MMP-2, MMP-9, COL3A1, COL1, VEGF, 
TNF-α e IL-6 
As imunomarcações para MMP-2 foram significativamente intensas no 
grupo 7 dias, moderadas no grupo 14 dias e fracas nos grupos 21 dias e Controle 
(Figuras 14a, 14e, 14i, 14m; Tabela 7). Intensas imunorreatividades para MMP-9 
foram verificadas no grupo 21 dias, moderadas nos grupos 7 dias e 14 dias, e fracas 
no grupo Controle (Figuras 14b, 14f, 14j, 14n; Tabela 7).  
As imunomarcações para COL3A1 foram significativamente moderadas 
nos grupos 14 dias e 7 dias e fracas nos grupos 21 dias e Controle (Figuras 14c, 
14g, 14k, 14o; Tabela 7). Em contraste, as imunorreatividades para COL1 foram 
significativamente intensas no grupo Controle, moderadas nos grupos 21 dias e 14 
dias, e fracas no grupo 7 dias (Figuras 14d, 14h, 14l, 14p; Tabela 7). 
As imunorreatividades para VEGF foram significativamente moderadas 
nos grupos Controle, 7 dias e 14 dias, e fracas no grupo 21 dias (Figuras 15a, 15e, 
15i, 15m; Tabela 7). Intensas imunorreatividades para TLR4 foram verificadas no 
grupo 21 dias, moderadas nos grupos 7 dias e 14 dias, e fracas nos grupos Controle 
(Figuras 15b, 15f, 15j, 15n; Tabela 7). 
As imunomarcações para TNF-α e IL-6 foram significativamente 
moderadas nos grupos 7 dias, 14 dias e 21 dias, e fracas no grupo Controle 













Tabela 7: Intensidade da imunomarcação para os diferentes antígenos na região do ceco dos grupos 
Controle, 7 dias, 14 dias e 21 dias.  


























































































0, ausência de reatividade; 1, fraca imunorreatividade (1% – 35% células e/ou elementos fibrilares da 
matriz extracelular positivos); 2, moderada imunoreatividade (36% – 70% células e/ou elementos 
fibrilares da matriz extracelular positivos); 3, intensa imunoreatividade (>70% células e/ou elementos 
fibrilares da matriz extracelular positivos). 









Figura 14. As intensidades de antígenos marcados com imunohistoquímica do ceco nos grupos 
controle (a, b, c e d), 7 dias (e, f, g e h), 14 dias (i, j, k e l) e 21 dias (m, n, o e p). As imunomarcações 
para MMP-2 estão representadas em a, e, i e m; para MMP-9 em b, f, j e n; Para COL3A1 em c, g, k e 













Figura 15. As intensidades de antígenos marcados com imunohistoquímica do ceco nos grupos 
controle (a, b, c e d), 7 dias (e, f, g e h), 14 dias (i, j, k e l) e 21 dias (m, n, o e p). As imunomarcações 
para VEGF estão representadas em a, e, i e m; para TLR4 em b, f, j e n; Para TNF-α em c, g, k e o; e 













A presença de fístulas acarreta muitas complicações que diminuem a 
qualidade de vida dos pacientes. A desnutrição, o estado clínico anterior ao 
surgimento da fístula, a sepse e processos infecciosos aumentam a complexidade e 
dificultam o tratamento e a recuperação do paciente.  
Muitos trabalhos demonstram a importância de um controle nutricional 
adequado do paciente para uma cicatrização mais rápida do trajeto fistuloso. 
Mukherjee et al. 2016 descreve que para a síntese de colágeno ocorrer de forma 
ideal, há a necessidade de uma energia nutricional adequada através de 
aminoácidos, vitaminas, alguns minerais e oxigênio, sendo estes a chave para o 
sucesso de reparo. Os pacientes com fístulas enterocutâneas requerem um controle 
nutricional complexo, já que perdem muitos fluídos, eletrólitos e proteínas através do 
débito da fístula. Esses pacientes chegam a perder 1g de proteína a cada 500mL de 
débito, podendo chegar a 29g a cada 1L. Para uma nutrição adequada esses 
pacientes necessitam de 25-35kcal/kg/dia de calorias não proteicas e 1.5-2.5g/kg/dia 
de proteínas (156). 
Yassin et al. 2014 publicou um estudo de revisão com análise da 
combinação de tratamento cirúrgico e medicamentoso em pacientes com Doença de 
Crohn e fístulas perianais. Foram incluídos na análise estudos que apresentavam 
como tratamento e/ou o tratamento medicamentoso com imunomoduladores e 
terapias anti-TNF e/ou tratamento cirúrgico. Foram incluídos 24 estudos totalizando 
1139 pacientes, onde 40% recebeu somente um dos tratamentos e 60% recebeu os 
tratamentos combinados. Muitos estudos não mencionavam quais pacientes tinham 
realizado um dos tratamentos ou se esses tratamentos foram realizados em 
conjunto. Assim, somente 8 estudos compararam ambos os tipos de terapia (isolada 
ou em conjunto), apresentando uma população de estudo de 797 pacientes. Dos 
448 que foram submetidos à uma única terapia, 43% apresentaram melhora; já dos 
349 que realizaram ambos os tratamentos, a melhora foi de 52%. Não houve 
resposta a um dos tratamentos em 34% dos casos e 23% quanto o tipo de 




Na DC todas as estruturas da parede intestinal apresentam 
espessamento, causada pelo acúmulo de MEC.  Mesmo com tantos estudos, a 
fisiopatologia da DC ainda não é muito clara acreditando-se que a inflamação 
prolongada (crônica) e a formação de fibrose podem levar a uma diminuição da luz 
intestinal, perda da motilidade e consequentemente aumentar as restrições do 
intestino. O mecanismo de fibrose é bastante complexo, incluindo a proliferação e 
migração de fibroblastos. A inflamação persistente do intestino leva a um aumento 
do fator de crescimento fibroblástico (FGF) e do fator de crescimento derivado de 
plaquetas (PDGF), além das citocinas pró-inflamatórias IL-1 e TNF-α (158). 
Além de todos os problemas clínicos e a baixa qualidade de vida que os 
pacientes com DC apresentam, ela ainda pode ser considerada uma doença com 
relevância clínico-epidemiológica, apresentando como principais afetados adultos 
jovens, que estão no auge da atividade produtiva e que irão passar por longos 
períodos de tratamento, sendo assim, um importante fator da saúde pública (159). 
No trabalho da escola de medicina da Universidade de Louisville, Draus e 
colaboradores 2006, analisaram os resultados de pacientes com fístulas e não 
portadores da Doença de Crohn nos tratamentos com octreotide, fechamento 
através de vácuo, cola de fibrina e tratamento cirúrgico entre os anos de 1997 e 
2005, com 106 pacientes incluídos no estudo. O octreotide foi utilizado em 24 
pacientes e na profilaxia de 4 pacientes após a intervenção cirúrgica definitiva para 
fechamento da fístula. Em 8 dos 24 pacientes o débito da fístula diminuiu (>50%), 
sendo que desses 8 pacientes 4 tiveram fechamento da fístula sem necessidade de 
cirurgia. Dos 24 pacientes 30% apresentaram fechamento espontâneo, 50% 
necessitaram de cirurgia e 20% das fístulas não cicatrizaram. Já o sistema de vácuo 
foi utilizado em 13 pacientes, sendo que somente em 1 paciente houve fechamento 
da fístula, nos outros 12 houve a necessidade de cirurgia para o fechamento. Por 
fim, a cola de fibrina foi utilizada em 8 pacientes, sendo que 7 apresentavam baixo 
débito. Somente 1 paciente, com baixo débito, respondeu a cola de fibrina (5). 
Ainda, 77 pacientes dos 106 realizaram tratamento cirúrgico com 89% de 
cicatrização da fístula. Dos outros 29 que não realizaram o tratamento cirúrgico, 60% 
tiveram o fechamento da fístula. Do total de pacientes 7 morreram durante o 
tratamento, sendo 3 por sepse e 4 pacientes por complicações de cânceres de 




De Groof et al. 2016 realizou uma revisão sistemática e meta-análise do 
tratamento de fístulas perianais em pacientes com Doença de Crohn. O trabalho 
analisou o tratamento de 1449 pacientes que apresentavam acometimento perianal 
e realizam o tratamento com anti-TNF. Em 22 estudos citados os pacientes foram 
tratados com infliximab, em 8 estudos com adalimumab e em 4 estudos com ambos 
os medicamentos, porém sem comparação com grupo placebo. Alguns estudos 
realizaram o acompanhamento dos pacientes durante 8 semanas e outros durante 5 
anos. Nos 34 estudos mencionados foram relatadas taxas entre 16,7% e 93% de 
fechamento completo das fístulas. O fechamento parcial foi relatado em 21 estudos 
com taxas de 8% a 91,2% (160). No trabalho de Dewint et al. 2014 as taxas de 
fechamento completo e parcial das fístulas foram de 43% e 54% respectivamente 
após 24 semanas de acompanhamento (161). Voltando ao trabalho de De Groof et 
al. 2016 somente em 11 dos 34 estudos a recidiva foi mencionada com taxas entre 
8% e 40,9% (160). 
A discrepância entre as taxas de fechamento por completo das fístulas 
(16% a 93%) nos indicam que há uma variação muito grande do sucesso no 
tratamento dos pacientes com acometimento perianal. Essa grande variação e 
também as taxas de recidiva apresentadas no trabalho, entre 8% e 40%, nos levam 
a acreditar na grande dificuldade no tratamento de fístulas, tanto em pacientes 
portadores de Doença de Crohn, quanto em pacientes com acometimento de fístulas 
enterocutaneas de outras origens. A grande disparidade entre as taxas e resultados 
obtidos nos faz pensar em novos métodos de tratamento para esses pacientes. 
A análise dos dados citados acima denotou a presença de uma baixa 
qualidade de vida desses pacientes e também em muitos casos, quando a fístula 
volta a abrir (recidiva), esses pacientes necessitam de uma nova fase de tratamento, 
demandando alto custo hospitalar, por ficarem internados por um período de tempo 
que pode variar de 2 a 8 semanas. Assim, os excelentes resultados de cicatrização 
obtidos em experimentos pré-clinicos, em modelo animal com fístulas 
enterocutâneas, onde foram utilizados fios de sutura com AT-MSCs aderidas, objeto 
de estudo deste trabalho, fazem crer que a técnica pode ser uma nova perspectiva 
de tratamento de fístulas enterocutâneas, diminuindo o tempo de internação, as 




Em estudo anterior, dissertação de mestrado, as AT-MSCs foram 
caracterizadas realizando os testes de diferenciação mesodérmica in vitro (linhagens 
adipogênica, condrogênica e osteogênica), imunofenotipagem através de citometria 
de fluxo, análise citoquímica das AT-MSCs diferenciadas, imunocitoquímica e 
microscopia confocal, citogenética e atividade da enzima telomerase, seguindo as 
orientações da “Mesenchymal and Tissue Stem Cell Commitee of the International 
Society for Cellular Therapy”.  Comprovamos que as células utilizadas no estudo 
anterior, assim como as utilizadas neste estudo são realmente células-tronco 
mesenquimais. Também foram realizadas as microscopias confocal de 
imunofluorescência e eletrônica de varredura comprovando que as células ficaram 
aderidas aos fios de sutura. O teste Live and Dead foi realizado para demonstrar que 
as células se mantiveram vivas e viáveis quando aderidas aos fios de sutura (Anexo 
3) (152).  
Foram realizados ainda (Anexo 3), os estudos em modelo animal (ratos), 
fístula enterocutânea do ceco com a pele, comparando-se a cicatrização das fístulas 
em três diferentes grupos (grupo controle, grupo AT-MSCs e grupo fio + AT-MSCs) e 
observando uma melhor e mais rápida cicatrização nos grupos onde as AT-MSCs 
foram utilizadas no tratamento das fístulas. Entre esses dois grupos, o grupo onde o 
fio com células aderidas foi utilizado foi o que apresentou melhores resultados de 
cicatrização dos animais.   
Um estudo realizado por Kim et al. 2013, analisou a sobrevivência das 
AT-MSCs quando cultivadas junto com cola de fibrina. A cola de fibrina utilizada nos 
experimentos foi a comercial Greenplast kit. Para analisar a capacidade de 
sobrevivência das AT-MSCs junto com a cola de fibrina, foram preparados em 
placas de cultura, AT-MSCs mais cola de fibrina na concentração 5x105/200uL, 
sendo a viabilidade analisada nos dias 0, 3, 7 e 14. Os resultados demonstraram 
que mais de 95% das AT-MSCs sobreviveram junto com a cola de fibrina até o 14º 
dia, durante todo esse tempo a morfologia das células permaneceram arredondadas. 
Por outro lado, o grupo controle, sem cola de fibrina, apresentou viabilidade de 76% 
das células no 14º dia (162). 
O mesmo estudo ainda avaliou o poder de migração dessas células para 
o local de reparo (sítio inflamatório) e a capacidade de secretar fatores de 




realizado in vitro e demonstrou que não houve migração das AT-MSCs para o local. 
No teste da capacidade de secretar fatores de crescimento, foram avaliados os 
fatores VEGF e HGF e observou-se que as células, quando incubadas com cola de 
fibrina, continuaram a secretar esses fatores nos 15 dias analisados. Já no grupo 
controle, de células sem cola de fibrina, houve uma queda significativa da secreção 
desses fatores durante os 14 dias analisados (162). 
Semelhante ao estudo de Kim, neste estudo, quando aderimos as células 
nos fios de sutura com ajuda de cola de fibrina, padronizada para este fim, com 
concentração dos reagentes diferente da cola comercial, os resultados 
demonstraram que a cola de fibrina não interferiu na sobrevivência e viabilidade das 
células. Os resultados sustentam a possibilidade de se utilizar AT-MSCs e cola de 
fibrina em possíveis tratamentos. O fato das células continuarem a secretar os 
fatores de crescimento reforça os resultados de que a cola de fibrina não interfere na 
viabilidade celular. Uma possível hipótese para a não transferência das células para 
o sítio inflamatório, nos testes realizados pelo estudo citado acima, seria a 
concentração da cola de fibrina comercial, fazendo com que as células ficassem 
presas na cola e se impossibilitassem de se transferir e agir no local de reparo.  
Uma vantagem e característica do fio de sutura com AT-MSCs aderidas 
utilizadas neste estudo é que a concentração e quantidade de trombina e 
fibrinogênio, utilizados para formar a cola de fibrina, foram modificados para fazerem 
uma fixação das células nos fios de maneira “ideal”, fazendo com que as células 
ficassem fixas nos fios de sutura, mas também migrassem do fio para o local da 
lesão, agindo e melhorando a cicatrização. Observando os resultados do estudo pré-
clínico (Anexo 2) vimos uma melhor cicatrização das fístulas nos animais onde as 
AT-MSCs foram utilizadas no tratamento, subentendendo assim que as células 
migraram do fio de sutura para o local da lesão e agiram no local para ajudar no 
processo de cicatrização.  
Lee et al. 2013 realizou um estudo clínico entre os anos de 2010 e 2012 
com 43 pacientes que apresentaram fístulas perianais associadas a Doença de 
Crohn. Foram injetadas 1x107 AT-MSCs por centímetro de fístula em cada paciente. 
Após 8 semanas as células foram injetadas novamente nas fístulas que não haviam 
se fechado completamente. Os pacientes foram observados nas semanas 4, 6 e 8 e 




tratamento com a injeção de células apresentando os seguintes resultados: 26 dos 
33 (78,8%) pacientes tiveram fechamento completo da fístula após a primeira 
injeção de células. 7 pacientes receberam a segunda injeção de células e apenas 1 
(14,3%) apresentou o fechamento da fístula. No geral 81,8% dos pacientes tratados 
obtiveram melhora e fechamento das fístulas (163).  
Um estudo realizado por Garcia-Olmo et al. 2015, testou o tratamento de 
fístulas anais recorrentes com células-tronco. Os pacientes que participaram do 
estudo já tinham passado por várias intervenções cirúrgicas para o fechamento da 
fístula e apresentaram recidiva. Esses pacientes passaram por uma intervenção 
cirúrgica seguida da injeção de AT-MSCs autólogas (quantidade de células variou 
dependendo do tamanho da fístula) e o resultado foi observado após 8 semanas. 
Após 1 ano de tratamento os pacientes também foram observados para analisar se 
a cicatrização por completa da fístula tinha sido alcançada. Foram tratados 10 
pacientes sendo que 3 apresentavam fístulas associadas a Doença de Crohn e 7 
não tinham ligação com a doença. Após 8 semanas da injeção das células, 6 
pacientes responderam ao tratamento e 3 apresentaram uma resposta parcial. Após 
1 ano 60% apresentaram a cicatrização por completa (164).  
Outro estudo do mesmo grupo, porém comandado por Sanz-Baro et al. 
2015, analisou se o tratando de fístulas perianais associada a DC com AT-MSCs 
sofreu algum tipo de interferência quando, após o tratamento, as pacientes 
engravidaram. Os resultados de fertilidade e gravidez não sofreram alterações 
devido ao tratamento prévio com AT-MSCs. As células também não influenciaram o 
desenvolvimento do recém-nascido e não houve nenhum sinal de malformação 
(165). 
O grupo de Garcia-Olmo ainda realizou outros estudos clínicos no 
tratamento de fístulas com AT-MSCs. No trabalho de 2005 o grupo iniciou os testes 
em 5 pacientes com diferentes tipos de fístulas. Ao final do tratamento, 8 semanas 
após a injeção de células, 75% das fistulas foram consideradas curadas (166). Esse 
índice é considerado melhor que os tratamentos convencionais para fístulas. 
Podemos considerar como ponto negativo do trabalho a falta de padronização do 
tempo de cultivo da cultura de AT-MSCs e também do número de células injetadas 




Outro trabalho mais recente, 2012, do mesmo grupo, também tratou 
pacientes que apresentavam fístulas com AT-MSCs. Esse estudo, por se tratar de 
um estudo clínico em fase 3, foi realizado em mais de um centro de pesquisa e 
conteve 200 pacientes. Esses pacientes foram divididos de forma randomizada em 3 
grupos, sendo que o grupo 1 (64 pacientes) recebeu 2x107 células, o grupo 2 (60 
pacientes) recebeu 2x107 células mais cola de fibrina e o grupo 3 (59 pacientes) 
recebeu somente cola de fibrina. As fístulas que não estavam cicatrizadas com 12 
semanas após a injeção de células receberam uma segunda dose com 4x107 AT-
MSCs. Os pacientes foram observados com 24 e 26 semanas e 1 ano após a 
primeira injeção de células. Os resultados após 24 e 26 semanas foram de 39,1%, 
43,3% e 37,3% nos três grupos, respectivamente. Após 1 ano os resultados nos 
grupos foram de 57,1%, 52,4% e 37,3%, respectivamente. Os resultados 
demonstraram que o tratamento de fístulas com células-tronco pode ser uma forma 
efetiva, porém não houve diferença estatística significante entre os grupos 
estudados (167). 
Forbes et al. 2014, realizou a injeção de células-tronco da medula óssea 
em pacientes com Doença de Crohn tratados com terapia biológica (infliximab ou 
adalimumab). Participaram do estudo 16 pacientes com DC e atividade >250. As 
células (2x106/kg), alogênicas, foram injetadas durante 4 semanas. Completaram o 
estudo 15 pacientes, apresentando como resultado queda de 129 em média da 
atividade da doença após 42 dias. Ao final do estudo 12 pacientes apresentaram 
resposta clínica e 8 tiveram remissão clínica. O estudo concluiu que as células-
tronco ajudaram na melhora dos pacientes com DC (168). 
Como mencionado, vários estudos apresentam propostas para se utilizar 
células-tronco na tentativa de melhorar a cicatrização e recuperação de pacientes 
com acometimento de vários tipos de fístulas, principalmente perianais. Alguns 
trabalhos realizam a aplicação das células concomitantemente com algum outro 
método de tratamento (cirurgia, medicamentos, cola de fibrina) e alguns ainda fazem 
uma segunda fase de tratamento com células nos pacientes que não apresentaram 
melhora. O tempo de observação dos pacientes também muda de um trabalho para 
o outro, porém em quase todos eles há um acompanhamento durante as semanas 
consideradas primordiais (6-8 semanas) para o fechamento da fístula e muitos deles 




O trabalho de Garcia-Olmo et al. 2015 não apresentou a quantidade de 
células injetadas em cada paciente, somente citando que o número de células 
injetadas variou de acordo com o tamanho da fístula. Outro trabalho realizado pelo 
grupo, Garcia-Olmo e colaboradores 2005, apresentou o número de células 
injetadas em cada paciente, mas não padronizou o número de células, havendo 
fístulas consideradas fechadas com a injeção de 6,1x106 células e fístulas 
consideradas não cicatrizadas com a injeção de 10x106 células.  
Mesmo com a falta de padronização em alguns trabalhos e com a grande 
variedade de protocolos implantados, todos os trabalhos apontam as MSCs como 
um possível novo tipo de tratamento, seja ele em conjunto com algum outro 
tratamento ou sozinho, para pacientes com fístulas associadas ou não a DC. Como 
possível atuação das MSCs no local da lesão, realizando uma melhor cicatrização, 
estão o efeito parácrino e imunomodulatório.  
Voswinkel et al. 2013 descreveu uma proposta de ação das MSCs sobre 
as células dendríticas. As MSCs apresentam efeito imunomodulatório interagindo 
com as células tanto do sistema imune adaptativo quanto do inato. Essas células 
inibem a secreção de TNF-α e promovem a secreção de IL-10, causando um efeito 
no estado de maturação das células dendríticas e nas suas propriedades funcionais, 
resultando em uma resposta imune anti-inflamatória. Quando as MSCs estão 
presentes no microambiente inflamatório, elas inibem a secreção de IFN-γ derivado 
das Th1 e células NK, diminuindo ainda a secreção de IL-4 derivado das Th2. Ainda 
é provável que as MSCs realizem a imunomodulação através do contato célula-
célula e fatores secretados (169). 
Muitas pesquisas têm estudado o potencial das MSCs em imunomodular 
à resposta imune através do contato célula-célula e efeito parácrino. O efeito 
parácrino é causado pela liberação de fatores como IL-6, IL-10, TGF-β, IDO, PGE-2, 
HGF e NO. Estudos recentes tem demonstrado que as MSCs expressam os 
receptores Toll-Like (TLR) 2, 3, 4, 7 e 9, que estão envolvidos com propriedades 
imunomodulatórias. Ainda demonstram a capacidade de migração dessas células 
para os sítios inflamatórios, sugerindo que esta migração ocorra da mesma maneira 




devido aos mesmos receptores de quimiocinas (CCR1, 2, 3, 4 e 8 e CXCR1, 2 e 3) 
que ambas as células possuem (170). 
Um outro estudo fez a análise de vários trabalhos comparando as 
propriedades imunomodulatórias das MSCs derivadas de tecido adiposo, medula 
óssea e outros tecidos de origem como placenta e sangue de cordão umbilical. Em 
todos os trabalhos as MSCs derivadas de todos os tipos de tecidos apresentaram 
capacidade imunomodulatória sendo uma importante alternativa para a medicina 
regenerativa. Os vários tipos de protocolos aplicados em cada um desses trabalhos 
e a heterogenicidade das populações de MSCs são considerados obstáculos para 
se comparar os efeitos imunomodulatórios de cada população celular. O trabalho 
aponta como maior capacidade de imunomodulação as MSCs derivadas de medula 
óssea e outras fontes como as derivadas de tecido adiposo (125).  
Reckhenrich et al. 2014 realizou um estudo com fios de sutura com 
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo aderidas e analisou a capacidade 
dessas células aderidas promoverem cicatrização. Após o isolamento, cultivo e 
caracterização das MSCs foi realizada a adesão das células nos fios de sutura. Foi 
utilizado fios de sutura Vicryl de 3cm. Em cada fio foi adicionado 5x105 MSCs na 
cavidade dos fios, que ficaram incubados por 24 horas a 37ºC e 5% de CO2 em meio 
de cultura. Após o período de incubação foram realizados testes de microscopia, 
quantificação da atividade metabólica e criopreservação para avaliar se as células 
estavam fixas e viáveis nos fios de sutura (171). 
Os resultados de microscopia demonstraram que houve uma adesão e 
distribuição homogênea das células nos fios. Houve também uma forte interação 
intercelular formando um complexo tridimensional entre as células e os fios. O teste 
de atividade metabólica demonstrou que houve uma queda significativa da atividade 
das células aderida aos fios de sutura após 8 dias quando comparada a atividade no 
primeiro dia. No teste para comparar a atividade metabólica dessas células no fio de 
sutura e após a utilização do fio não houve diferença significativa. No teste de 
criopreservação, as células aderidas aos fios de sutura, mantiveram 78% da sua 
atividade metabólica após ficarem 8 dias congeladas e serem descongeladas (171). 
A primeira grande diferença quando comparamos o trabalho de 




sutura, 3cm em um e 30cm no outro. Essa diferença é importante quando 
imaginamos esse fio de sutura com células aderidas como uma possível ferramenta 
utilizada em cirurgias e tratamentos para ajudar na cicatrização. Os fios de 3cm não 
poderiam ser utilizados e assim há a necessidade de obtermos a fixação de células-
tronco em fios de sutura de tamanhos maiores e que as células fiquem aderidas com 
homogenicidade em toda a extensão do fio. No trabalho de Reckhenrich et al. 2014 
foram colocadas 5x105 células em cada fio de 3cm através da injeção das células, 
com seringa, dentro da cavidade do fio. 
Os testes da atividade metabólica e o da criopreservação são muito 
importantes para determinar se as células que foram aderidas continuam 
apresentando atividade e também se após serem descongeladas voltam a 
apresentar sua atividade normal. Os resultados demonstraram que não houve queda 
na atividade metabólica das células após a utilização do fio e houve uma pequena 
queda da sua atividade após ser descongelada. O fato de as células continuarem 
apresentando viabilidade e atividade metabólica após serem descongeladas é de 
grande importância quando pensamos que o fio de sutura com células-tronco 
aderidas poderá ser no futuro um produto que possa ser guardado (criopreservado) 
por mais tempo para ser utilizado em um futuro próximo.  
Outro trabalho realizou testes de proliferação e viabilidade de células-
tronco pluripotentes quando utilizadas junto com suturas bioativas no reparo de 
tendão, em testes in vitro. As suturas utilizadas foram de 10cm com 10ug/mL de PLL 
(poly-L-lysine) e 2x106 células. Para avaliar a adesão das células nos fios de sutura 
foi utilizada a técnica Live and Dead e para determinar como ocorreu a transferência 
das células para o local de reparo o estudo realizou os testes com marcador DAPI 
(4’,6-diamidino-2-phenylindole). O teste Alamar blue ainda foi utilizado para 
determinar a proliferação e atividade metabólica das células aderidas aos fios (172).  
O teste Live and Dead demonstrou que a grande maioria das células 
estavam vivas e viáveis e poucas células haviam morrido. O teste DAPI apresentou 
resultados positivos para a adesão das células nos fios de sutura, sendo que 
controle negativo não demonstrou a presença de células; também demonstrou que 
houve transferência das células do fio para o tendão. O teste com Alamar blue 
comprovou que as células se mantiveram vivas ao se transferirem para o tendão e 




O trabalho desenvolvido por Adams et al. 2014 (173) analisou o processo 
de recuperação de tendões de Aquiles em 3 grupos animais distintos. Um grupo 
controle, um grupo com sutura do tendão e injeção de MSCs (1x106) e outro grupo 
com fio de sutura carregado de MSCs (1x106). A adesão das células nos fios de 
sutura foi realizada imediatamente antes da utilização dos fios de sutura, sendo que 
as células (1x106) estavam em 25uL de meio de cultura e foram colocadas em um 
segmento de 2cm do fio. O estudo não apresentou a forma de adesão dessas 
células nos fios, somente mencionando que os fios (2cm) foram carregados com 
células imediatamente antes do procedimento cirúrgico. O trabalho demonstrou que 
houve uma melhor recuperação dos tendões dos grupos onde as MSCs foram 
utilizadas, indicando uma menor formação de cicatriz. Porém houve uma melhor 
recuperação (28 dias) no grupo onde foi dada a sutura seguida de injeção das 
células. 
Podemos observar que vários estudos tentam realizar algum tipo de 
tratamento com células-tronco aderidas a fios de sutura. Em todos os trabalhos se 
busca uma adesão adequada das células ao material (fio de sutura) e também que 
essas células fiquem ativas e viáveis quando aderidas para poderem se transferir e 
atuarem no local da lesão. Um teste muito importante, realizado por um dos 
trabalhos (171), foi o teste de metabolismo celular das células congeladas após 
alguns dias (8 dias). Esse teste demonstrou que não houve queda da atividade 
celular após o descongelamento, colaborando para uma possível adesão das células 
nos fios de sutura e armazenamento desse fio criopreservado. Um possível 
armazenamento que mantenha as mesmas condições de metabolismo e ação 
dessas células atuarem é de grande importância pensando, no futuro, em um 
possível produto para diversos tipos de tratamento. 
A medicina regenerativa tem como principal foco não somente melhorar e 
acelerar o processo de cicatrização tecidual, mas sim, depois de uma lesão, tentar 
restaurar as funções “nativas” dos tecidos lesionados. Para chegar a uma 
cicatrização mais eficiente muitos estudos vem utilizando scaffolds e biomateriais 
que possam carrear células ou fármacos na intenção de ajudar nesse processo.  
Para entender um pouco mais de como ocorreu o processo de reparo 
tecidual nos diversos grupos estudados, foram realizadas as análises 




intestino grosso. Diferentemente do intestino delgado, o intestino grosso não possui 
microvilosidades em seu epitélio, porém encontramos uma grande quantidade de 
glândulas intestinais exócrinas, também chamadas de glândulas de Lieberkühn. 
Nessa região do intestino ainda encontramos muitas células caliciformes, que 
contribuem para a lubrificação da superfície epitelial, células-tronco mesenquimais, 
células de Paneth e um epitélio classificado como simples colunar. Na lâmina própria 
e na submucosa podemos observar alguns nódulos linfáticos que estão 
correlacionados com o acúmulo de bactérias no local. Abaixo da lâmina própria há 
uma camada muscular. 
Podemos comparar os resultados histopatológicos dos grupos GF/AT-
MSCs 7, 14 e 21 dias com o grupo GF, onde o fio de sutura utilizado para a 
formação da fístula era convencional, sem a adesão de AT-MSCs. Neste grupo, 
após 21 dias, a análise histopatológica demonstrou que não houve 
reestabelecimento arquitetônico e a lâmina própria estava expandida entre as 
glândulas, com alguns infiltrados inflamatórios. O processo de angiogênese foi muito 
discreto nesse grupo assim como o processo de colagenização.  
Ficou evidente que houve uma melhor cicatrização no GF/AT-MSCs 21 
dias, onde foi utilizado o fio de sutura com AT-MSCs aderidas. Neste grupo as 
glândulas intestinais já estavam bem alinhadas e apresentavam padrão 
arquitetônico, com ausência de processos inflamatórios entre as glândulas 
apresentando assim melhor recuperação histológica. Os processos angiogênicos 
foram menores que os encontrados nos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias, resultado este 
encontrado nos testes de imunohistoquímica, onde o VEGF também apresentou 
fraca imunomarcação. No grupo 21 dias também houve intensa formação de 
colágeno, resultado também encontrado na imunohistoquímica com imunorreação 
moderada do colágeno tipo I neste grupo.  
No grupo GF/AT-MSCs 7 dias havia um desarranjo da arquitetura das 
glândulas intestinais, que foram menos evidentes no grupo 14 dias. O processo 
inflamatório foi intenso em ambos os grupos, com uma diminuição desse processo 
entre as glândulas intestinais com mais evidência no grupo 14 dias.  
Com os resultados histopatológicos entendemos que mesmo após 21 dias 




grupos onde o fio de sutura com AT-MSCs foi utilizado. Nesses grupos, houve uma 
cicatrização mais eficiente, principalmente no grupo 21 dias. O reestabelecimento da 
região estudada, principalmente pela troca de colágeno tipo III por colágeno tipo I, 
resultado demonstrado na imunohistoquímica, fez com que houvesse uma lâmina 
própria muito próxima a do grupo controle (GC). A diminuição do processo 
inflamatório entre as glândulas e também na lâmina própria, no grupo 21 dias, se faz 
importante para a homeostase da região afetada. Entende-se que as AT-MSCs 
desempenharam um papel fundamental imunomodulando a resposta imune, 
ajudando e controlando o processo de cicatrização como um todo. 
As fibras de colágeno são de grande importância para reestabelecer uma 
melhor cicatrização, que apresente uma restauração mais próxima do normal. As 
fibras de colágeno não são formadas por uma molécula simples, e sim, por uma 
família de moléculas que caracterizam cada um dos 28 diferentes tipos de colágeno 
descritos até hoje. O colágeno é formado por três cadeias polipeptídicas 
apresentando em pelo menos uma região uma repetição da sequência de 
aminoácidos. No colágeno tipo I, a região de glicina-X-Y se repete formando a tripla-
hélice (145). 
Durante o processo de cicatrização, na fase de proliferação, se inicia uma 
formação do colágeno tipo III que gradativamente é substituído por um colágeno tipo 
I. Como observamos nos resultados houve intensa imunorreatividade do COL1 no 
GC enquanto o COL3 estava com fraca imunorreatividade, seguindo o padrão de 
colágeno para a região estudada. Com o avanço do processo de cicatrização os 
resultados demonstraram que houve uma imunorreatividade fraca de COL1 no grupo 
GF/AT-MSCs 7 dias e uma marcação moderada nos grupos GF/AT-MSCs 14 e 21 
dias. Já para o COL3 os grupos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias apresentaram 
imunorreatividade moderada com uma marcação fraca no grupo 21 dias. Assim, os 
resultados confirmam uma maior presença de colágeno tipo III no início do processo 
de cicatrização com uma conversão gradual para colágeno tipo I ao longo do 
processo de cicatrização. Essa conversão é importante pois devemos encontrar 
colágeno tipo I em maior quantidade no intestino (ceco) normal.  
A família das proteínas MMPs é responsável pela degradação de matriz 
extracelular durante a remodelação tecidual em um processo de cicatrização normal. 




trabalho. Elas são produzidas normalmente por fibroblastos, células endoteliais e 
adipócitos (174). No grupo controle observamos uma imunomarcação fraca tanto da 
proteína MMP-2 quanto da MMP-9, resultados estes importantes, pois em condições 
normais a expressão das MMPs deve ser controlada para que não ocorra uma 
degradação excessiva da matriz extracelular e consequentemente uma elevação da 
migração celular descontrolada. 
Para a proteína MMP-2 encontramos imunorreação significativamente 
intensa, no grupo GF/AT-MSCs 7 dias, moderada no grupo GF/AT-MSCs 14 dias e 
fraca no grupo GF/AT-MSCs 21 dias. Ficou demosntrado assim a ação dessa 
proteína no processo de cicatrização inicial, na tentativa de uma remodelação 
tecidual e uma queda de sua atividade importante no final do processo de 
cicatrização. Entretanto, encontramos intensa imunomarcação no grupo GF/AT-
MSCs 21 dias e moderada nos grupos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias para a proteína 
MMP-9. A alta atividade da MMP-9 no grupo 21 dias pode elevar as taxas de 
degradação da MEC aumentando a migração celular, que pode estar correlacionada 
com a modulação das AT-MSCs.  
Como não foram encontrados sinais de alterações morfológicas nos 
resultados histopatológicos entendemos que a alta atividade das MMP-9 no grupo 
GF/AT-MSCs 21 dias não deve estar relacionado com a participação desta proteína 
em metástases tumorais.  
Em condições normais, a expressão dos receptores TLR geralmente é 
baixa na mucosa intestinal, apresentando um aumento significante da expressão em 
vários tipos de células nas doenças inflamatórias intestinais. Na resposta 
inflamatória, as células imunes liberam grande quantidade de oxigênio reativo, 
porém, em resposta a estimulação dos receptores TLR, as AT-MSCs induzem a 
expressão de uma proteína chave (MnSOD – Manganês superóxido dismutase) 
contra o stress oxidativo nas mitocôndrias, protegendo as células e aumentando sua 
sobrevivência nos locais onde se encontram feridas e processos inflamatórios e 
consequentemente realizando efeitos terapêuticos (175). Esta hipótese também é 
demonstrada por Wang et al. 2009 que demonstra que a ativação da via do TLR4 




A migração adequada das MCSs para os locais onde há necessidade de 
reparo é considerada muito importante para a utilização dessas células em terapias 
que sejam eficazes. Um estudo sugere que a manipulação e estimulação das vias 
TLR aumentam a migração, infusão e proliferação das MSCs nos locais da lesão 
(177).  
Assim, nos nossos resultados observamos uma imunorreatividade baixa 
do TLR4 no grupo controle (GC), com um aumento da imunorreatividade para 
moderada nos grupos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias e forte no grupo GF/AT-MSCs 21 
dias. A baixa imunorreativadade, no grupo controle, segue os padrões encontrados 
na mucosa intestinal sendo que o aumento da expressão do TLR4 nos demais 
grupos pode estar relacionado com a modulação realizada pelas AT-MSCs aderidas 
ao fio de sutura.  Este aumento de TLR4 poderia ser responsável pelo aumento na 
sobrevivência dessas células no local, diminuindo a proliferação e migração de 
neutrófilos para a área e consequentemente do processo inflamatório no local da 
lesão.  
O VEGF é um mitógeno específico para a formação de células endoteliais 
vasculares. Existem 5 isoformas da molécula VEGF e elas apresentam seu potencial 
de expressão elevado em resposta a hipóxia, ativação de oncogenes e por uma 
grande variedade de citocinas. A indução e ativação do VEGF induz a uma 
proliferação das células endoteliais, migração celular e inibição da apoptose. A 
expressão desregulada do VEGF pode levar e contribuir para o desenvolvimento de 
tumores sólidos havendo ainda muitas doenças que são caracterizadas por uma 
angiogênese anormal (178). 
A principal isoforma do VEGF, VEGF-A, apresenta baixos níveis de 
expressão em vários tecidos adultos normais e altos níveis em alguns tipos de 
epitélios normais, como o do córtex adrenal, o do pulmão, o do glomérulo renal, 
entre outros. O VEGF-A também é muito expresso principalmente em processos de 
cicatrização e inflamações crônicas. Os efeitos do VEGF-A no organismo podem ser 
muitos e seus efeitos podem ser imediatos (segundos a minutos),  ou mais tardio 
(horas a dias). É possível se observar vasodilatação e permeabilidade vascular 
aumentada como ação imediata do VEGF-A. A vasodilatação ocorre primeiramente 




endoteliais, fazendo com que as células da musculatura lisa adjacente relaxem, 
resultando na queda da pressão arterial (43, 179).  
Como efeito prolongado, a ação do aumento dos níveis de VEGF-A, faz 
uma reprogramação nas células endoteliais causando um aumento na produção de 
um grande número de diversas proteínas envolvidas e relacionadas a angiogênese. 
Entre essas proteínas podemos citar as relacionadas com a coagulação e fibrinólise 
(fatores teciduais, uroquinase), algumas proteases (MMPs), transportadores de 
glicose, proteínas mitógenas e algumas moléculas de adesão (VCAM, e-selectina) 
(43, 180). 
No trabalho aqui apresentado observamos imunorreação moderada tanto 
no GC quanto nos grupos GF/AT-MSCs 7 e 14 dias e uma imunorreação fraca no 
grupo GF/AT-MSCs 21 dias. A marcação moderada nos grupos 7 e 14 dias podem 
estar correlacionadas com o processo de cicatrização, aumentando ainda a 
expressão da proteína MMP9. Já, a fraca imunomarcação no grupo de 21 dias nos 
faz entender que como o processo inflamatório diminuiu e o processo de 
cicatrização já estava em fase avançada, houve queda na marcação do VEGF 
relacionadas a estes motivos. Como citado acima, uma expressão aumentada do 
VEGF pode desencadear alguns tipos de tumores ou mesmo outros tipos de 
doenças, assim, a queda da marcação no grupo 21 dias é vista como importante 
para não desencadear outros processos prejudiciais ao organismo.  
A IL-6 é uma citocina de atuação tanto na resposta imune inata quanto 
adaptativa, sendo um importante marcador inflamatório. Ela é sintetizada e 
secretada pelas células endoteliais, fibroblastos, monócitos, entre outras células e 
também é estimulada por outras citocinas como a IL-1 e TNF-α. A IL-6 está 
envolvida em resposta a fase inflamatória aguda, geralmente apresentando níveis 
baixos no organismo, exceto em infecções e traumas (181). Os resultados 
apresentados nesta tese, demonstraram uma imunomarcação fraca no GC e 
significantemente moderada nos grupos GF/AT-MSCs 7, 14 e 21 dias dessa 
citocina. Como a região da fístula apresenta uma resposta inflamatória aguda 
entendemos que os níveis de IL-6 aumentados nos grupos 7, 14 e 21 dias estão 
diretamente relacionados a este processo inflamatório. Um aumento dos níveis de 




aos baixos níveis de IL-6 em organismos normais que não apresentam processo 
inflamatório agudo, infecções ou traumas.   
O TNF-α desempenha um papel importante na regulação de doenças 
inflamatórias intestinais como na Doença de Crohn. A homeostase entre a 
microbiota intestinal e os tecidos do hospedeiro é mantida por vários mecanismos, 
incluindo a secreção de anticorpos IgA, que ajudam a neutralizar toxinas e 
bloqueiam a ligação dos patógenos ao epitélio intestinal. A grande maioria dos 
receptores da família TNF são expressos pelas células do sistema imune, sendo que 
alguns estão ligados a sobrevivência celular e outros com a inflamação. Além disso, 
também desempenham um papel fundamental na formação de folículos linfóides e 
na produção de IgA nos tecidos intestinais, necessário para manter a microbiota 
local e eliminar possíveis patógenos oportunistas (150). 
Em nossos resultados observamos uma imunorreação significantemente 
moderada nos grupos GF/AT-MSCs 7, 14 e 21 dias e fraca no GC. O aumento dos 
níveis de marcação do TNF-α estão correlacionados com o processo inflamatório 
agudo e assim como na IL-6 esses níveis se mantém moderados ao longo dos 21 
dias no processo de cicatrização estudado neste trabalho.   
Todos esses resultados confirmam que as células-tronco, em um futuro 
próximo, juntamente com fios de sutura, podem se tornar uma nova forma de terapia 
ou até mesmo um auxílio aos tratamentos existentes. Os fios de sutura com células 
aderidas poderão propiciar uma melhor cicatrização e diminuir o tempo de 
internação dos pacientes com DC, assim como os gastos hospitalares. A melhor 
cicatrização e recuperação dos pacientes poderá auxiliar em uma melhora na 
qualidade de vida, favorecer o atendimento de um número maior de pacientes em 
um espaço de tempo menor.  
Ainda, pensando em uma maior utilização do fio de sutura com AT-MSCs 
aderidas, podemos deslumbrar sua utilização em cirurgias eletivas, sendo que as 
células aderidas teriam o papel de evitar, por exemplo, a formação de trajetos 
fistulosos em alguns tipos de cirurgias. O fio de sutura com AT-MSCs aderidas seria 
utilizado não em um tratamento, mas sim como uma terapia preventiva. 
Outra possibilidade seria a utilização da mesma técnica de adesão das 




possibilidade de utilização das células como alternativa de tratamento. A técnica 
































Nos grupos estudados os que apresentaram melhores resultados de 
cicatrização foram os que utilizaram o fio de sutura com AT-MSCs aderidas. Entre 
esses grupos, o grupo 21 dias obteve uma melhor cicatrização com 
reestabelecimento da morfologia do tecido, principalmente da organização 
arquitetônica e diminuição do processo inflamatório. O grupo 14 dias apresentou 
melhores resultados que o grupo 7 dias.  
A imunohistoquímica demonstrou que houve uma formação de colágeno 
tipo III no início do processo de cicatrização (grupo 7 dias), com a troca gradual por 
colágeno tipo I com o avanço do tempo e do processo de cicatrização (grupos 14 e 
21 dias).  
A alta angiogênese no início da cicatrização foi constatada tanto pela 
análise histopatológica quanto pelos resultados imunohistoquímicos. A queda dessa 
atividade também foi demonstrada no grupo 21 dias. Essa atividade é importante no 
processo de reparo e tende a diminuir com o reestabelecimento da homeostase. 
As AT-MSCs desempenharam um papel importante em todo o processo 
de cicatrização, imunomodulando a resposta imune e ajudando na reparação 
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1. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para coleta de tecido 
adiposo 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Avaliação do processo de cicatrização e ação imunomodulatória de células tronco mesenquimais 
estromais de tecido adiposo humano quando aderidas a fios de sutura, no tratamento de fístulas 
gastrointestinais 
 Número do CAAE: 
 
Você está sendo convidado a participar como voluntário de uma pesquisa. Este documento, 
chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos como 
participante e é elaborado em duas vias, uma que deverá ficar com você e outra com o pesquisador.  
Por favor, leia com atenção e calma, aproveitando para esclarecer suas dúvidas. Se houver 
perguntas antes ou mesmo depois de assiná-lo, você poderá esclarecê-las com o pesquisador. Se 
preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de 
decidir participar. Se você não quiser participar desta pesquisa, ou se desistir da doação ou retirar 
sua autorização, a qualquer momento, não haverá nenhum tipo de penalização ou prejuízo no 
atendimento nos hospitais da UNICAMP. 
  
 
Justificativa e objetivos: 
  O objetivo dessa pesquisa é avaliar e entender, do ponto de vista celular e molecular, como 
o processo de cicatrização de feridas, chamadas de fístulas enterocutaneas, em modelo animal, 
ocorreu após o tratamento das feridas com fios de sutura contendo células-tronco de tecido adiposo 
aderidas. Para isso, células obtidas da gordura proveniente de lipoaspiração estética, de indivíduos 
sem doenças conhecidas, serão diferenciadas em células da linhagem mesenquimal (MSC – AT) e 
serão aderidas aos fios de sutura. Após a adesão os fios serão utilizados na avaliação de uma melhor 




 Participando do estudo você está sendo convidado a doar uma pequena quantidade da 
gordura lipoaspirada durante a sua cirurgia e que seria jogada no lixo ao final, para ser utilizada nesta 
pesquisa. A doação da gordura não irá causar nenhum tipo de desconforto e risco para o doador  
Esta gordura será dissolvida por uma enzima para ser possível obter as células que serão 
cultivadas. As células que irão aderir ao plástico da garrafa de cultura irão ser diferenciadas em 
células mesenquimais estromais, um tipo de célula tronco. A gordura não será armazenada, mas 
estas células mesenquimais serão congeladas para que possam ser utilizadas durante todo o tempo 
desta pesquisa.  
Seguindo as orientações da Resolução 441/2011 CNS/MS o eventual armazenamento deste 
material, se necessário, terá características de armazenamento em banco biorrepositor. Portanto, se 
não forem totalmente utilizadas neste projeto, permanecendo congeladas, poderão ser utilizadas em 
outros projetos da Instituição, onde houver necessidade de utilizar células mesenquimais estromais 
obtidas de gordura humana, desde que estes novos projetos tenham sido submetidos e aprovados 




Portanto, estou ciente que se não quiser participar desta pesquisa ou desistir da doação não 
haverá qualquer prejuízo para o meu atendimento nos hospitais da UNICAMP.  
 Fui também orientado (a) e estou ciente que minha doação é livre e voluntária, podendo 
desistir da doação a qualquer momento. Estou ciente também que não receberei nenhuma 
remuneração, compensação material ou financeira ou privilégio pela doação da gordura. Fui também 
informado (a) que não há benefícios decorrentes da doação da gordura, nem imediatos e nem a 
longo prazo. Este estudo pretende desenvolver um novo biomaterial para aplicação como implante 
dentário/ortopédico, que apresente além de melhores propriedades mecânicas, pela formação do 
revestimento superficial, biocompatibilidade e melhor “osteointegração” (integração com o osso do 
local a ser implantado).   
Estou ciente que serão mantidos tanto o sigilo de meus dados quanto a minha privacidade, 
em todos os momentos da realização da pesquisa, inclusive no momento da publicação. Nenhuma 
informação será dada a outras pessoas que não estejam diretamente ligadas à equipe de 
pesquisadores deste projeto.  
   
 
(   ) Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu 
material biológico, sendo necessário meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá 
ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP. 
(    )Concordo em participar do presente estudo, porém NÃO AUTORIZO o armazenamento 
do meu material biológico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.  
O descarte do material armazenado será autorizado nas seguintes situações: Será tratado 
com hipoclorito de sódio, identificado como material infectante e recolhido pelo setor de 
limpeza para ser enviado para o aterro sanitário, onde será tratado por termodesinfecção em 




Em caso de falecimento ou condição incapacitante, os direitos sobre o material armazenado 




Em caso de dúvidas sobre o estudo, você poderá entrar em contato com o pesquisador 
Bruno Bosch Volpe, Banco de Sangue de Cordão Umbilical e Placentário – Hospital das Clínicas (HC) – 
Unicamp na Rua Carlos Chagas 480 - Cidade Universitária Zeferino Vaz, Barão Geraldo, CEP 13083-
878, Campinas - SP, telefone (19) 3521-7003 / 3521-7497 (das 8 às 17 horas), email 
brunoboschvolpe@gmail.com.  
Em caso de denúncias ou reclamações sobre sua participação e sobre questões éticas do 
estudo, você pode entrar em contato com a secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 
UNICAMP das 08:30hs às 13:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessália Vieira de Camargo, 126; 
CEP 13083-887 Campinas – SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail: 
cep@fcm.unicamp.br. O CEP é constituído por um grupo de profissionais de diversas áreas, com 
conhecimentos científicos e não científicos que realizam a revisão ética inicial e continuada da 
pesquisa para proteger seus direitos. 
Após ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, 
benefícios previstos, potenciais riscos e o incômodo que esta possa acarretar, aceito participar: 
 
Nome do(a) participante: ________________________________________________________ 
 
_______________________________________________________ Data: ____/_____/______. 






Responsabilidade do Pesquisador: 
Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e complementares na 
elaboração do protocolo e na obtenção deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que 
o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP, quando 
pertinente. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente 
para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante. 
 
 
______________________________________________________ Data: ____/_____/______. 
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Abstract 
Background aims. Surgical treatment for enterocutaneous fistulas (EF) frequently fails. Cell therapy may 
represent a new approach to treatment. Mesenchymal stromal cells (MSCs) have high proliferative and 
differentiation capacity. This study aimed to investigate whether MSCs could adhere to suture filament (SF), 
promoting better EF healing. Methods. MSCs, 
1 × 106, from adipose tissue (ATMSCs) were adhered to a Polyvicryl SF by adding a specific fibrin glue formulation. 
Adhesion 
was confirmed by confocal and scanning electron microscopy (SEM). A cecal fistula was created in 22 Wistar rats by 
incising 
the cecum and suturing the opening to the surgical wound subcutaneously with four separate stitches.  The  animals  were 
randomly allocated to three groups: control (CG)—five animals, EF performed; injection (IG)—eight animals 1 × 106 
ATMSCs injected around EF borders; and suture filament (SG): nine animals, sutured with 1 × 106 ATMSCs  attached to 
the filaments  with fibrin  glue.  Fistulas  were  photographed  on the operation day and every  3 days  until  the 21st  day 
and analyzed  by  two 
observers using ImageJ Software. Results. Confocal and SEM results demonstrated ATMSCs adhered to SF 
(ATMSCs-SF). The average reduction size of the fistula area at 21st day was greater for the SG group (90.34%, P < 
0.05) than the IG (71.80%) and CG (46.54%) groups. Conclusions. ATMSCs adhered to SF maintain viability and 
proliferative capacity. EF submitted to ATMSCs-SF procedure showed greater recovery and healing. This approach 
might be a new and effective tool for EF treatment. 
 







A digestive fistula is an abnormal connection bet- 
ween the digestive tract and the abdominal cavity 
(internal fistula) or the skin surface (enterocutaneous 
fistula) through which digestive secretion drainage 
occurs [1]. There are several specific types of fistula, 
depending on the part of the digestive tract involved. 
Approximately 85e90% result from surgical com- 
plications [1]. Digestive fistulas are responsible for 
electrolyte disturbances, infections, sepsis, skin 
lesions, gastrointestinal bleeding, intestinal obstruc- 
tion and malnutrition [2]. Conventional treatment 
may be medical, surgical or nutritional. Although a 
great number of enterocutaneous fistulas close 
spontaneously, healing time is dependent   on   the 
location and nutritional status of the patient and may 
be associated with a high recurrence rate. 
Recent studies have shown that stem cell therapy 
could represent a new approach in this area. Stem 
cells are characterized by the ability to differentiate 
into different lineages and by their great capacity of 
proliferation and self-renewal. They are classified as 
totipotent when capable of differentiating into any 
type of tissue in the human body [3].  Embryonic 
stem cells, when manipulated before the morula 
phase, may be an example of these cells. When 
manipulated during the morula and blastocyst pha- 
ses, they can differentiate into almost all tissue types 
in the human body (except placenta and attach- 
ments) and are classified  as  pluripotent  [3].  Adult 
stem cells (e.g., hematopoietic stem cells from bone 
marrow, umbilical cord blood as examples) may be 
classified as multipotent, on their capacity of differ- 
entiating into various lineages. Moreover, some groups 
have discovered many stem cells types that can be 
found in some sources of hematopoietic stem cells as 
unrestricted somatic stem cells, very small embryonic-
like stem cells and mesenchymal stromal cells (MSCs), 




MSCs can be obtained from a variety of sources, such as 
bone marrow, umbilical cord blood and adi- pose tissue 
[6e15]. Some studies have shown their capacity to 
differentiate into mesodermal lineage (adipocytes, 
osteocytes, chondrocytes) and even car- diomyocytes, 
hepatocytes and myogenic and neuro- genic lineages 
[16e22]. In addition to being easy to obtain, MSCs can 
also release various  biomolecules (the paracrine effect), 
can exert immunomodulation properties, have great 
proliferative capacity and can also differentiate into other 
lineages (plasticity), rendering these cells viable for use in 
cell therapy [23e27]. Moreover, MSCs may act as 
immunomodulators, probably by promoting cell-to-cell 
contact and release of soluble factors [28]. MSCs were 
chosen for  this study because of their immunomodulatory 
capacity, which enables, allogeneic or xenogenic 
transplantation without the use of immunosuppressive 
agents [29,30]. Delivery of stem cells to the target organ 
may be accomplished through methods such as topical 
application, injection or use of carriers [31,32]. In our 
laboratory, we have developed a method of attaching 
stem cells to the surface of suture filaments, which can 
be used as suture material in various situations, such as 
in the treatment of enterocutaneous fistulae, in an 
attempt to improve healing and reduce closure time. 
This study describes the use of such a suture filament 
with attached MSCs derived from adipose tissue to 
improve the healing of a cecal fistula in a rat model. 
Male rats were chosen for the experiments to prevent 
eventual hormonal bias and to standardize the groups. 
We reviewed the literature and found an article in 
which the fistula model was performed and maintained 
with a Kehr drain [33], which would not be an ideal 
model for our experiment because it would be better if 
the fistula were totally closed. Thus, we decided to 
perform the procedure as described in the Methods 
section. To our knowledge, this model is the 
first to be described in the literature. 
 
Methods 
MSC isolation and characterization 
Adipose tissue was obtained from patients undergo- ing   




Faculty of Medical Sciences (University of Campi- 
nas) approved (CEP-No. 839/2008) all procedures, 
and all patients  signed  informed consent. 
AT underwent collagenase digestion with 20 mg 
collagenase type 1A buffer (Gibco Invitrogen, Grand 
Island, NY, USA), 200 mg bovine serum albumin 
(Gibco Invitrogen), 20 mL low-glucose Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco    Invitrogen) 
for each 10 g of adipose tissue for 45 min, at 37○C and 
shaken every 5 min. After the washing protocol, cells 
were plated at a density of 1 × 106/25 cm2 flask in 5 
mL   of   low-glucose   DMEM   medium   (Gibco Invi- 
trogen) supplemented with fetal bovine serum (Vitro- 
Cell Embriolife, Campinas, São Paulo, Brazil) for 3 
days, incubated at 37○C in a humidified atmosphere 
containing 5% CO2. At 80% of confluence,   trypsin/ 
ethylenediaminetetraacetic acid (Gibco Invitrogen) was 
added into the culture glass to detached adherent cells, 
which were not discarded. Adherent cells were washed 
gently with the same medium and then harvested. At  
the fourth passage, the AT adherent cells were de- 
tached with trypsin/ethylenediaminetetraacetic  acid,  
and their morphology was analyzed by light micro- 
scopy, characterized by flow cytometry, confocal mi- 
croscopy analysis and differentiation to mesodermal 
lineage. The cells were submitted to specific protocols 
for chondrogenic, adipogenic and osteogenic lineage 
differentiation, the minimal criteria defined by Inter- 
national Society for Cellular Therapy [34]. MSCs ge- 
netic stability was also analyzed by telomerase enzyme 
activity and cytogenetic analysis. 
 
Mesodermal  lineages  differentiation protocols 
Osteogenic differentiation was performed with 
fourth-passage cells cultured in osteogenic medium, 
Iscove’s Modified Dulbecco’s Eagle Medium 
supplemented with 0.1 mmol/L dexamethasone 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10 mmol L- 
glycerolphosphate (Sigma-Aldrich), and 0.2 mmol 
ascorbic acid (Sigma-Aldrich) for 3 weeks. The me- 
dium was changed twice weekly. Osteogenic 
morphology was confirmed by light microscopy, and 
cells were stained by alizarin  red. 
Adipogenic differentiation was performed with 
fourth-passage cells cultured with adipogenic me- 
dium: Iscove’s Modified Dulbecco’s Eagle Medium 
supplemented with 0.5 mmol/L 3-isobutyl-1-methyl- 
xanthine (Sigma-Aldrich), 1 mol/hydrocortisone 
(Sigma-Aldrich), 0.1 mmol/L indomethacin (Sigma- 
Aldrich) and 10% rabbit serum (Sigma-Aldrich) for 3 
weeks. Medium was changed twice weekly. Adipo- 
genic morphology was confirmed by light microscopy, 
cells were stained using oil red O. 
Chondrogenic  differentiation  was  performed with 
fourth-passage cells that were transferred into   a 
 
15-mL polypropylene  tube  and  centrifuged  at  1,000 
rpm (F0685 Fixed-Angle Rotor, Avanti 30; Beckman 
Coulter, Inc, Brea, CA, USA) for 5 min to obtain a 
pelleted micromass at the bottom of the tube. The 
micromass was then cultured in chondrogenic medium, 
high-glucose DMEM (Bio-fluid, Rock-ville, MD, USA) 
supplemented with 0.1 mmol/L dexa- methasone, 50 
g/mL ascorbic acid, 100 g/mL sodium pyruvate (Sigma-
Aldrich), 40 g/mL proline (Sigma- Aldrich), 10 ng/mL 
transforming growth factor 1 and  50 mg/mL ITS 
(insulin, transferrin, selenium) premix (Becton, 
Dickinson, and Company, Franklin  Lakes,  NJ,  USA,  
6.25  g/mL  insulin,  6.25  g/mL  transferrin, 
6.25 ng/mL selenious acid, 1.25mg/mL bovine serum 
albumin and 5.35 mg/mL linoleic acid) over 3 weeks. 
Medium changes were performed twice weekly. 
Chondrogenic morphology was confirmed by light 
microscopy, and cells were stained by sirius red, 
resorcin  and fuchsine. 
 
Genetic stability analyses 
The telomerase repeat amplification protocol (TRAP) 
assay procedure was performed according to the 
manufacturer’s instructions using TRAPeze Telo- 
merase Detection Kit (Chemicon International, Mil- 
lipore, Billerica, MA, USA). Adipose tissue MSC 
samples of passages 4, 8 and 12 were analyzed. The 
polymerase chain reaction products were electro- 
phoresed on a 12.5% polyacrylamide gel and visual- 
ized with the aid of ethidium bromide. The products 
were visualized and measured by the Analysis System 
120 (ADVIA 120 Hematology System; Siemens AG, 
Munich,  Germany)  and  Kodak  digital  science   1D 
3.02 software, with CCD imaging system (Eastman 
Kodak, Rochester, NY, USA). Activity in the TRAP 
assay was detected as a ladder of products with six base 
increments (starting at 50 nucleotides), and the rela- 
tive telomere activity was calculated semi-quantita- 
tively by densitometry of the digitized image using the 
UN-SCAN-IT gel Version 6.1. Negative control was 
performed with samples heated to 85○C to inactivate 
the  telomerase  enzyme  and  3-[(3-cholamidopropyl) 
dimethyl-ammonio]-1-propanesulfonate lysis buffer. A 
sample was scored as telomerase activityepositive 
when positive TRAP results were obtained from at 
least  one  protein concentration. 
For karyotype analysis, MSCs treated with trypsin were  
submitted  to  centrifugation,  1200  rpm,  for    10 
min. The pellet was resuspended in 0.075 mol/L KCl,    5 
mL, 12 min, at 37○C. Cells were fixed with methanol/ 
acetic acid (3:1) and karyotyped using G-banding; the 
slides  were  analyzed under a light microscope  at  10× 
and  100×  magnifications.   Images   of  the  individual 
metaphase spreads were captured and karyotyped  using 
an automated imaging system for cytogenetic   analysis. 
Cell adhesion in suture filaments procedures 
Quality control experiments to determine the ideal 
number of cells and the quality of their adhesion in 
the suture filaments were performed before the 
beginning of this study. Previous studies were carried 
out in our group (Larissa Berbet, student. Evaluation 
of Fibrin Glue adhesion capacity by adding mesen- 
chymal stromal cells on polyurethane scaffolds, an 
experimental study. 2009) to demonstrate the effec- 
tiveness of adding commercial fibrin glue MSCs on 
biomaterials and suture filaments. The adhesion 
potential of the glue impaired the migration of the 
cells to the tissues. Thus, the adhesion procedure in 
this study was performed with a specific fibrin glue 
formulation. Cell adhesion in the suture filaments 
were previously demonstrated and confirmed by 
confocal fluorescent microscopy and scanning elec- 
tron microscopy (SEM) animal experiments because 
the SEM technique kills the cells. Suture filaments 
with adhered cells from animal experiments were not 
submitted to SEM analyses but to confocal fluores- 
cence microscopy, carried out with live/dead assay 
marks for green living and viable cells and red dead 
and unviable cells to confirm the viability and 
adhesion of the cells. 
Cell adhesion in suture filament animal experi- ments 
was performed on poly-vicryl suture filaments. MSCs 
from adipose tissue were attached to the su- ture 
material by the addition of specific fibrin glue. Specific 
fibrin glue was obtained with 20 uL of fibrinogen, 30 
uL of thrombin and 10 uL of calcium chloride. After 
the fibrin glue was ready, the suture material  was  
divided  into  30-cm  segments,  which 
were placed in Petri dishes. MSCs (1 × 106), 
checked   by   hemocytometer   counter,   were then 
dropped over the suture, and fibrin glue was added. 
The culture medium described earlier was then 
added to the plates. Cell growth was observed every 
24 h. Cells were labeled before the procedure using 
the live/dead assay technique. Samples were analyzed 
by confocal and  scanning electron  microscopy. 
 
 
Confocal  fluorescence microscopy 
Adipose tissue MSCs were stained using live/dead 
assay. To each sample, 2.5 uL of calcein and 10 uL   of 
propidium iodide were added and  left to rest for  30 
min at room temperature. The samples were then 
washed with phosphate-buffered saline (PBS) and 




After 1 day of cell seeding, the stem cells attached to 
the  suture  were  processed  for  SEM  studies.     The 
 
materials were rinsed twice with PBS and fixed in 
2.5% glutaraldehyde for 3 h. Stem cells attached to 
the suture were then dehydrated with upgrading 
concentrations of ethanol (60%, 70%, 80%, 90% 
and 100%) for 15 min each. The stem cells attached 
to the suture were then sputter coated with gold and 
observed under SEM. 
 
Animal experiments 
The animal experiments were performed in 10-week- 
old Wistar rats in which an enterocutaneous cecal 
fistula was created. The study was submitted and 
approved by the Ethics Committee on animal and 
also by the Faculty of Medical Sciences Ethic com- 
mittee (No. 2545-1). Twenty-two animals were used 
in the experiments. The rat colony was monitored by 
the Quality Health Section of the Center for Exper- 
imental Medicine and Surgery as described by Gilioli 
et al. [35, 36]. 
Animals were anesthetized intraperitoneally   with 
80 mg/kg ketamine (Pantex Holland, Duizel, 
Netherlands) and 10 mg/kg xylazine (Pantex 
Holland) diluted in PBS. The cecum was accessed 
through a standard 7-mm stab incision on the lower 
left side of the abdomen, sparing the colon upon 
exposure, and a 5-mm enterotomy was performed 
and sutured to the abdominal wall to create an 
enterocutaneous fistula. To allow spontaneous 
closure of the fistula, the opening in the cecum wall 
was secured to the borders of the surgical wound 
without maturation. At this point, the animals were 
randomly allocated into one of three groups: 
 
1. Control group (CG)—the fistula was secured to 
the abdominal wound using four  separate  
stitches of plain 4-0 Vicryl (Poly J-304 poly- 
glactin  910, Ethicon,  São Paulo, Brazil). 
2. Injection group (IG)—the fistula was secured to 
the abdominal wound using four separate stitches 
of plain 4-0 Vicryl (Poly J-304 polyglactin 910, 
Ethicon), and a suspension containing 1 × 106 
mesenchymal stem cells from adipose tissue was 
injected subcutaneously around the  fistula. 
3. Suture group (SG)—the fistula was secured to  
the abdominal wound using four  separate  
stitches of 4-0 Vicryl (Poly J-304  polyglactin 
910, Ethicon) in which 1 × 106  mesenchymal 
stem cells from adipose tissue had been  adhered. 
 
Postoperative closure of the fistula was monitored 
through photographic documentation starting on the 
day of the operation and continuing through post- 
operative days 3, 6, 9, 12, 15, 17, 19 and 21. The 
animals were euthanized by CO2 chamber. The 
ImageJ (RSB, Bethesda, Maryland, USA) software 






Minimum sample size was calculated based on a 
proposed reduction of 50% in the final area of the 
fistula, considering an alpha value of 5% and a study 
power of 80%. On the basis of these parameters, 
minimum sample size was calculated to be five ani- 
mals  per group. 
 
ImageJ 
The fistula areas of each animal were analyzed by 
ImageJ software (Image Processing and Analysis  in 
Java). The photos were taken on the day of sur- gery 
and during the post-operative period (PO) on days 3, 
6, 9, 12, 15, 17, 19 and 21. The photos were taken 
with Panasonic Lumix digital camera (Pana- sonic, 
São Paulo, Brazil) with Leica lens (DC VARIO-
ELMARIT     1:2.8e5.9/5.5e22     ASPH, 
Leica, Wetzlar, Germany). Images from the fistulae 




MSCs differentiation and characterization 
Figure 1.1A shows adipose tissue submitted to 
digestion and adherent culture, which led to expan- 
sion of adherent cells with spindle-shaped 
morphology, confirmed by light microscopy. Flow 
cytometry immunophenotyping of these cells at the 
fourth passage also demonstrated that the cells were 
positive for CD90 (99.60%), CD105 (99.30%), 
CD73 (97.87%) and CD29 (84.11%). The other 
markers—CD45, HLADR, D34, CD14 and STRO- 
1—were less than 1% (0.96 T 0.95%) and showed 
low  expression  (Figure  1.3).  Furthermore,    they 
differentiated into mesodermal lineage (chondro- 
genic, osteogenic and adipogenic lineages), with 
morphology  confirmed  by  light   microscopy (Figure 
1.1BeD), demonstrating that these  cells  were MSCs. 
The results obtained by light and confocal microscopy, 
flow cytometry analyses  and the capacity on 
mesodermal differentiation demon- strated that the 
adhered cells obtained from adipo- cyte tissue were 
MSCs as establish by the International Society of Cell 
Therapy criteria    [34]. 
Telomerase enzyme activity analyses demon- strated 
that adipose tissue MSCs at P4 showed bands of 56 
and 50 bp with related telomerase enzyme ac- tivity of 
100%. The bands diminished at P8 and P12 with     





Figure 1. (1) Morphologic analysis and mesodermal differentiation. (A) Light microscopy morphologic analysis showing adipose tissue 
MSCs with fibroblastic morphology (magnification 10×). (B) MSCs differentiated into adipocytes, lipid vesicles stained with oil red O. (C) 
MSCs differentiated into osteocytes, calcium storage stained with alizarin red. (D) MSCs differentiated into chondrocytes stained with sirius 
red, resorcin and fuchsin (magnification 10×). (2) Immunofluorescence microscopy. (A) MSCs stained in green positive for CD73 antibody. 
(B) MSCs stained in purple positive for CD90 antibody. (C) MSCs stained in red positive for CD105 antibody (magnification 40×). (3) 
Flow cytometry analysis: MSCs at the 4th passage demonstrated 96.95% of the cells positive for CD90, CD105, CD73 and CD29. The 
other markers, CD45, HLADR, CD34, CD14 and STRO-1, were  <1%. 
 
 
demonstrated a low potential for instability of these 
cells (Figure 2.1). Karyotype analyses demonstrated no     
chromosomal      instability     or      abnormality 
(Figure 2.2). Telomerase enzyme activity and cyto- 
genetic results demonstrated that adipose tissue 





Figure 2. (1) Telomerase enzyme activity: MSCs at fourth passage (P4) showed 56 and 50 bp bands related to 100% of telomerase enzyme 
activity. Bands diminished at the eighth and 12th passages (P8 and P12), demonstrating that telomerase enzyme activity decreased. (2) 
Karyotype: (A) MSCs at P8 karyotype analysis. (B) MSCs tenth-passage karyotype analysis. Cytogenetic analysis demonstrated no 
chromosomal  abnormities. 
 
MSC adhesion to suture filaments 
Quality control tests were performed before the an- 
imal experiments and ensured that suture filaments had 
a large quantity of viable adhered    MSCs. 
Confocal fluorescence microscopy results 
demonstrated that cells were able to attach and 
adhere to the suture filaments. Labeled cells adhered 




SEM proved that some cells adhered on the surface  of 
the sutures, and others were detected between the 
strands of the wires. The fibrin glue formed a “layer” 
cell between the filaments of the suture (Figure   3.2). 
Animal experiment 
During the course of the experiment, none of the 
animals in the control group achieved complete closure 
of the fistula. The median percentage of reduction of 
fistula area (mm
2
) on the 21st day was 47.10% 
(T23%). Animals from the injection group displayed 
increased healing compared with the con- trol group. 
Fistula area reduction of on the 21th postoperative day 
was significantly greater in this group   than   the   
control, 80.71%   (T26%)  versus 47.10%; P < 0.05. 
All animals in the suture group displayed increased 
healing compared with the control group. Fistula area 
reduction on the 21st post- operative day was 
significantly greater in this group than the control 
group  98.27%  (T14%) vs.  47.10%; P < 0.05; 
(Figure 4:1, 4.2, 4.3). 
 
 
Figure 3. (1) (A) Suture filament control, without fluorescence. (B) Viable MSCs labeled in green (control). (C) Suture filament completely 
involved by viable cells, indicated by arrows (magnification 10×). (D) Suture filament completely involved by viable cells, indicated by arrow 
(magnification 20×). (2) (A) Arrows show well-defined cells on the surface and between the suture filaments (magnification 500×). (B) 





Figure 4. (1) Control group enterocutaneous fistulas (EF) development: (A) first day of fistula generation. (B) Twenty-first day of fistula 
generation, demonstrating no healing of the fistula. (2) Injection group EF development: (A) first day of fistula generation. (B) Twenty-first 
day of fistula generation, demonstrating almost complete healing of the fistula. (3) Suture group EF development: (A) First day of fistula 




Fistulas continue to cause high levels of morbidity and 
mortality, although many important factors related to 
their management are known. Recent im- provements 
in clinical (e.g., infliximab) and surgical treatments 
have decreased the need for complicated surgeries. 
Nonetheless, these approaches have  not  led to a cure. 
Fistula management in patients with Crohn disease is a 
challenging problem; many pa- tients do not respond to 
the available  treatments.  The reported incidence of 
fistula in Crohn disease ranges from 17 to 50% of 
patients [32,37,38], resulting in distressing 
complications that reduce patient quality of life. 
Recent studies have shown that 
stem cell therapy could represent a new approach in 
this area. 
MSCs show great proliferative capacity; differ- 
entiation into mesodermal and other lineages; and a 
paracrine effect that leads to an immunomodulation 
state by promoting cell-cell contact and releasing 
soluble factors, all of which render MSCs a thera- 
peutic alternative. Another advantage is that the cells 
can be obtained autologously and, in the future, 
perhaps through allogenic means via umbilical cord 
blood bank units, which have sufficient quality con- 
trol to be used as an MSC source [40]. The possi- 
bility of accessing adipose tissue through liposuction 





Figure 5. Analyses of fistula area development comparing the 
three groups demonstrated that when MSCs were used, there was 
better fistula healing. The suture group results on the third day 
were similar to the 21st control and injection group results. 
 
 
alternative for obtaining MSCs. Additionally, lipo- 
suction fat is available in large quantities and can be 
obtained with minimal adverse effects for the patient 
(local  anesthesia) [29,30]. 
In our study, MSCs were successfully obtained from 
adipose tissue according to the standards of the 
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of  the 
International Society for Cellular Therapy. Ge- netic 
stability analysis was performed by karyotype studies 
and telomerase enzyme activity analysis. Fidler et al. 
[41] reported that nonmetastatic cells are more stable 
phenotypically and genotypically compared with 
metastatic cells, suggesting that the sooner 
chromosomal instability is detected, the bet- ter the 
chance  of  metastatic  cell  detection.  Wong  et al. 
[39] described that MSCs could transform themselves 
into malignant cells if submitted to long term in vitro 
expansion, interaction with tumor  stroma or genetic 
manipulation. Human cells  have two control points 
that regulate their viability in vitro: senescence and 
crisis stages. Senescence is associated with telomere 
shortening; if cells ignore this  step, they continue to 
grow and can then initiate a crisis phase, characterized 
by widespread chromosomal instability and causing 
massive apoptosis. At this point, these cells are not 
recommended for clinical use. Moreover, modulatory 
behavior of these cells could lead to drug resistance. 
MSC karyotypes from the three sources analyzed 
demonstrated no abnor- malities, and chromosomes 
remained stable    [41]. 
Telomerase enzyme activity diminished with the 
progression of each passage and showed normal ac- 
tivity. The aggressiveness of the tumor cells is known 
to be related to high levels of telomerase activity. This 
enzyme is present in most neoplastic processes and 
plays an important role in the diagnosis and treatment 
of cancer, making it one of the important targets for 
research and therapy [42]. Therefore, MSCs also 
demonstrate genetic stability, due to telomerase 
enzyme activity and karyotype analyses results, which 
may permit their use in regenerative  medicine. 
The cells were capable of adhering to the suture 
filaments, which was demonstrated by fluorescence 
microscopy  and SEM. 
Recently, preclinical experiments were also re- 
ported by Guyette et al. [31] showing that MSCs could 
be attached to suture filaments. Despite the authors 
having maintained the suture filaments with the 
attached cells in a bioreactor culture system, the cells 
did not remain attached to the filaments, as demon- 
strated by fluorescence microscopy analyses. However, 
they were able to promote better healing and recovery 
of the compromised heart area that was submitted to 
the procedure. Nonetheless, because a large number of 
cells did not remain attached to the filament, perhaps if 
used for larger injuries such as enterocutaneous fistula, 
the healing may not occur [31]. 
The animal experiments showed that when the 
MSCs were injected or the suture procedure was 
performed with filaments where the cells were 
adhered, a faster and better recovery and healing of 
the fistulas (injection and suture groups) was 
observed (Figure 5). The injection group showed a 
71.80% reduction of the fistula, a result similar to 
those published by García-Olmo et al. [32]. One of 
the study groups underwent direct injection of cells 
at the injury site to determine if this would be more 
or less effective than treatment with stem cells 
adhered to sutures. The suture group demonstrated a 
reduction of 90.34% of the fistula area, probably 
because of a larger number of the cells adhered to the 
filaments using a fibrin glue procedure, which might 
have migrated into the fistula area to promote better 
healing and recovery to the injured area. Recently, 
Kin et al. demonstrated that adipose tissue MSCs 
adhered to fibrin glue demonstrated better prolifer- 
ation and maintained viability until the 14th day of 
culture [43]. The suture filament procedure could be 
an effective treatment for enterocutaneous fistulas 
and useful in other surgical situations. 
Although some authors have reported a good initial 
response using MSCs injected around an 
enterocutaneous fistula in patients with inflamma- 
tory bowel disease [43], the results have also shown 
that in some cases, the fistulas returned. However, 
these authors used stem cells to treat enter- 
ocutaneous fistulas in a difficult clinical situation in 
which a severe inflammatory process was active. Our 
initial experiments did not aim to address this issue, 
which we intend to investigate in future work. 
 
The MSC mechanisms involved in faster healing and 
better recovery of enterocutaneous fistulas must 
being investigated. To date it is not completely un- 
derstood whether stem cells act by directly migrating 
to tissue and differentiating into collagen fibers or 
whether, in addition to the well-known MSC 
immunomodulation properties, they release inter- 
feron-gamma,   tumor   necrosis   factor   alpha and 
interleukin-1b into the damaged tissue, which   might 
regulate the immune response to promote faster 
healing and recovery in the compromised area, which 
could be a possible explanation for our results [44]. 
Suture filaments with adhered MSCs may represent a 
new tool for various diseases, providing better healing 
and recovery of fistulas, reducing the time of 
hospitalization and improving quality of   life. 
More experiments are necessary to fully investigate the 
intrinsic mechanisms involved in these   effects. 
 
Conclusion 
MSCs were successfully obtained from adipose tis- 
sue. MSCs were capable of attaching and adhering to 
suture filaments in the presence of fibrin glue, 
maintaining  their viability  and properties. 
Suture filaments with adhered MSCs promoted 
better recovery and healing of enterocutaneous fis- 
tulas in a rat model of cecal fistula. This new tech- 
nology may represent an interesting and effective tool 
for regenerative medicine. 
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